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1. Úvod 

 

Pesticidy jakožto látky znečišťující životní prostředí jsou významným problémem 

především vodních ekosystémů, které velice často kontaminují v nemalém množství 

průmyslové, domácí nebo zemědělské chemické přípravky. Tyto přípravky se mohou šířit na 

regionální nebo globální úrovni (Worthing a Walker, 1983; Flynn a Spellman 2009). Pesticidní 

přípravky velice často ovlivňují i necílové organismy a mohou dramaticky zasáhnout do 

populací ryb a raků, což může vést až k ekologickým změnám ve vodním prostředí (Velíšek a 

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

Rok 1939 je velice významným milníkem pro výrobu pesticidů. Jelikož doktor Paul Müller 

objevil u přípravku DDT (Dichlordifenyltrichlorethan) insekticidní účinky, DDT se stalo jedním 

z nejvyužívanějších pesticidů světa. Takto bylo DDT využíváno až do roku 1962, kdy byly 

popsány negativní vlivy přípravku DDT na ekosystémy (Carson, 1962). 

V dnešní době registruje Americká chemická společnost (z angl. American Chemical 

Society) přes 62 milionů chemických látek, přičemž se přibližně 2 miliony komerčně využívají. 

Každoročně dochází k uvedení několika tisíc nových látek na trh (Velíšek a kol., 2014). 

Vlivem navyšování produkce kukuřice a řepky dochází v posledních letech k výrazným 

změnám v rostlinné produkci, kde jsou tradiční plodiny, jako je obilí, 

nahrazoványenergetickými plodinami. Díky těmto změnám v rostlinné produkci dochází i ke 

změnám ve využívání pesticidů, například herbicid acetochlor, u kterého se roční spotřeba 

pohybuje okolo 200 tun, což přispívá tomu, že je tento herbicid jedním z nejdetekovanějších 

v Severní Americe a Evropě (Foley a kol., 2008; ČHMÚ, 2019). 

Již mnoho toxikologických výzkumů se věnovalo vlivu pesticidních přípravků na vodní 

organismy. Pokud bychom vyhledávali výsledky těchto výzkumů, tak bychom se většinou 

setkávali s výsledky krátkodobých studií, ve kterých se provádí například akutní testy toxicity. 

U těchto krátkodobých studií se vyhodnocuje vystavení jedinců vysokým koncentracím 

testovaných látek. Druhým typem jsou dlouhodobé testy toxicity, díky kterým získáváme 

mnohem přesnější informace o účincích pesticidních látek. V dlouhodobých testech 

vystavujeme organismy nižším koncentracím zkoumané látky. Při těchto dlouhodobých 
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studiích se provádí například embryolarvální testy, chronické testy a mnohé další. Díky těmto 

dlouhodobým studiím získáváme přesnější data o vlivu těchto látek na ekosystémy (Lahr a kol., 

2000). 

Bakalářská práce měla za cíl posoudit vliv chloridazonu na raná vývojová stádia raka 

mramorovaného (Procambarus virginalis). Vliv chloridazonu jsme hodnotili podle řady 

faktorů, jako jsou biomarkery oxidačního stresu a antioxidační biomarkery, růst, mortalita, 

ontogenetický vývoj a chovaní raků. Získané výsledky z tohoto pokusu poslouží k rozšíření 

známých dat o působení chloridazonu na raky a vodní ekosystémy. 
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2. Literární přehled 

 

2.1.  Pesticidy 
 

Již v dřívějších dobách se lidé zajímali, jak vylepšit a ochránit před škůdci a chorobami své 

zásoby a zemědělské plodiny. K ochraně plodin a likvidaci hmyzu se již v Číně před 1000 lety 

před naším letopočtem používala síra v podobě plynné dezinfekce. Další pokrok nastal okolo 

roku 1400, a to když se začaly využívat k ochraně rostlin sloučeniny těžkých kovů, například 

olova, rtuti a arsenu. Další pokrok v používání insekticidů nastal v 15. století, kdy izolovali 

sloučeninu nikotinu z tabákových listů. A dále v 18. století zkoušeli využívat přírodních výtažků 

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

Celosvětové zemědělství prochází řadou změn a nových postupů v produkci, s čímž je 

spjatá intenzifikace zemědělství a tím se v posledních dvou desetiletích značně navýšila 

spotřeba pesticidů. S nadměrným využíváním pesticidů se ukázal významný problém, 

znečišťování životního prostředí. Tento problém je nejvíce pozorovatelný ve vodních 

ekosystémech, kde vede ke snížení produktivity a mnohdy až k mortalitě ryb. Pesticidy se 

objevují v potravinách nebo pitné vodě, kde se mohou nacházet ve zbytkovém množství, nebo 

ve formě metabolitů. Tyto látky mohou způsobovat velmi vážné zdravotní problémy pro lidské 

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

Výroba pesticidů a rozvoj syntetické chemie je spjat se začátkem 20. století. Konkrétně 

roku 1939 byly objeveny insekticidní účinky DDT (Dichlordifenyltrichlorethan) doktorem 

Paulem Mülerem. Tento insekticid se následně stal nejpoužívanějším pesticidem světa. Po více 

než dvou desetiletích v roce 1962 byl popsán negativní vliv DDT na ekosystém Rachel Carson 

v knize Silent spring (Carson, 1962). Vydání této knihy přispělo ke sledování vlivů pesticidů na 

živé organismy a monitoringu obsahu reziduí pesticidů v ekosystému. Po zjištění mnoha 

negativních vlivů došlo k sepsání Stokholmské úmluvy o perzistentních organických 

polutantech a zákazu používání těchto látek (Velíšek a kol., 2014).  
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Pesticidy jsou přípravky sloužící k likvidaci rostlinných a živočišných škůdců. Tyto přípravky 

používáme k ochraně rostlin, stromů, keřů, skladových zásob, technických produktů, zvířat a 

mnohých dalších (Zapletal a kol., 2001). 

Pesticidy dělíme do několika skupin, a to s ohledem na jejich využití (Zapletal a kol., 2001): 

 Rodenticidy-přípravky k hubení hlodavců. 

 Akaricidy-přípravky k hubení roztočů. 

 Fungicidy-prostředky k ochraně před houbovými chorobami. 

 Avicidy-přípravky k hubení ptáků. 

 Insekticidy-přípravky k hubení hmyzu. 

 Piscicidy-přípravky k hubení ryb. 

 Herbicidy-pesticidy k hubení rostlin. 

 Moluskocidy-prostředky k hubení měkkýšů. 

 Arboricidy-pesticidy k hubení stromů a keřů. 

Pesticidy je možné dělit podle způsobu aplikace (Zapletal a kol., 2001): 

 Mořidla. 

 Pevné a tekuté nástrahy. 

 Postřiky. 

 Nátěry a impregnace. 

 Aerosoly. 

 Popraše.  

 Fumiganty. 

Dále se pesticidy mohou také dělit dle původu na (Zapletal a kol., 2001): 

 Syntetické látky. 

 Biopreparáty. 

 Přírodní látky. 

Po vstupu pesticidů do ekosystému dochází k jejich degradaci, jelikož jsou tyto látky 

ovlivňovány řadou fyzikálně chemických faktorů, mezi které řadíme: sluneční záření neboli 

fotolýzu, oxidaci vzdušným kyslíkem, jsou-li vystaveny vyšší teplotě, dochází k vypařování, ve 

vlhkém prostředí nastává hydrolýza, také může probíhat biotransformace. Během rozkladu 
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pesticidních přípravků vzniká řada metabolitů. Vzniklé metabolity mohou být mnohdy více 

toxičtější nebo u nich může nastat ztráta pesticidních účinků (Hajšlová a Kocourek, 2004). 

Během detoxikačního pochodu dochází u rostlin a živočichů k biotransformaci pesticidů. 

Enzymovými systémy, které dokáží velice účinně metabolizovat pesticidy, disponuje řada 

obratlovců, kterými jsou především ptáci a savci (Hudson a kol., 1984). 

Během 20. století (mezi roky 1960–1980) tvořily pesticidy celkem 3–6 % případů otrav ryb 

z veškerých zkoumaných úhynů (Svobodová a kol., 1987). Koncem 20. století v 90. letech došlo 

k velkým změnám v zemědělství. Vzhledem k nástupu šetrného, ekologického zemědělství, 

nebo biozemědělství a vlivem ekonomických důvodů nastalo výrazné snížení spotřeby 

pesticidů. Začaly se využívat mnohem šetrnější přípravky k životnímu prostředí, čímž došlo ke 

snížení počtu otrav ryb pesticidy na pouhá 2 %. Během posledních let byly popsány jen 

ojedinělé případy úhynů ryb zapříčiněných únikem pesticidů do vodních recipientů 

(Svobodová a kol., 2011). 

Po delší době v roce 2013 Česká inspekce životního prostředí zaregistrovala havárii 

práškovacího letadla do požární nádrže ve Žlunicích, kam uniklo přibližně 600 litrů 

organofosfátového insekticidu chlorpyrifos. Po této havárii byl zaznamenán úhyn mnoha kusů 

ryb v nádrži (ČIŽP, 2013). O rok později byl zaznamenán únik pesticidu NURELLE do 

levostranného přítoku řeky Doubravky. Při této havárii uhynulo více jak osm tisíc kusů raka 

říčního (Astacus astacus) a nespočet kusů střevle potoční (Phoxinus phoxinus) (ČIŽP, 2015). 

Přesto jsou stále pesticidy ve vodách aktuálním tématem. Rozlišujeme dva druhu vstupů 

pesticidů do vodních ekosystémů, a to na přímé a nepřímé. Mezi nepřímé vstupy řadíme 

splachy pesticidů aplikovaných na okolní zemědělské kultury. A druhou skupinou jsou přímé 

vstupy, do kterých řadíme nesprávnou aplikaci, za niž může být považováno například 

nedodržování technologických postupů v rybářství, zasažení recipientu během leteckého 

ošetření přilehlých zemědělských ploch nebo únik látky při přečerpávání zřeďovací vody. Dále 

sem patří likvidace nevyužitých zbytků, do které řadíme neodbornou manipulaci s obaly, 

vyplachování cisteren do recipientu, čištění pomocných zařízení a aplikačních strojů. Mezi další 

velké přímé zdroje znečištění patří odpadní vody z průmyslové výroby pesticidů (Prousek, 

2001; Svobodová a kol., 2008). 

Musíme si uvědomovat, že během aplikace pesticidů dochází ke vstupu těchto látek do 

životního prostředí, kde se tyto látky mnohdy kumulují a ovlivňují vodní organismy. 
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V současnosti se klade důraz na využívaní šetrnějších pesticidních přípravků k životnímu 

prostředí. Tyto přípravky nevytváří rezidua a dokážou se poměrně rychle rozkládat. A dále mají 

nižší negativní účinky na necílové organismy. V rybářství by se pesticidy měly aplikovat do 

vodního prostředí až v okamžiku, kdy selžou všechny jiné metody, jako je třeba mechanická 

likvidace porostu (Velíšek a kol., 2014). 

Velice často nalézáme v povrchových vodách České republiky rezidua na bázi triazinů, 

chloracetalinidů, organofosfátů, karbamátů, derivátů močoviny a kyseliny fenoxyoctové 

(Sehonová a kol., 2012). 

 

2.2. Herbicidy 
 

Herbicidy nazýváme přípravky, které se využívají k likvidaci nebo potlačování růstu plevelů 

(Zapletal a kol., 2001). Více než sto let se využívají chemikálie k hubení rostlin, které se 

vyskytovaly na železničních náspech, nedlážděných cestách nebo na plochách využívaných ke 

skladování dřeva. Na tato místa se aplikovaly poměrně vysoké dávky chemikálií (Whitten, 

1966; Hartley a West, 1969). 

Začátkem 20. století se začaly využívat v obilovinách rozpustné měďnaté soli a síran 

železnatý k potlačení růstu širokolistých plevelů. Selektivita je u těchto látek udána řadou 

fyzikálních faktorů. Aplikuje-li se postřik na plevely se širšími a hrubšími listy, má postřik 

mnohem větší účinky narozdíl od listů obilovin, které mají úzké a poměrně hladké listy, na 

kterých se pesticidy tím pádem hůře zachycují (Hartley a West, 1969). 

V roce 1933 se ve Francii začal využívat jeden ze selektivních přípravků k hubení plevelů, 

nazýval se DNOK (2,4-dinitro-o-kresol(1;R=CH3). Jednalo se o kontaktní herbicid aplikovaný 

postřikem na porosty obilovin, které významně nepoškodí, ale zároveň zničí mnoho 

jednoletých plevelů. U víceletých plevelů dojde ke zničení pouze nadzemní části a podzemní 

části dále přežívají, neboť tento přípravek není rostlinou rozváděn do kořenů. V dnešní době 

se tento herbicidní přípravek nepoužívá (Hartley a West, 1969). 

Existuje řada herbicidů, které lze rozdělit do několika skupin podle různých specifikací. 

Vzhledem k jejich chemickému složení je můžeme rozdělit na organické a anorganické. Další 

skupina je dle rozsahu jejich účinků na rostliny. Dělíme je na totální herbicidy, které dokážou 
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zničit všechny druhy rostlin, jež jsou jimi zasaženy, a selektivní herbicidy, které mají vliv pouze 

na vybranou skupinu rostlin. Dle fyziologie působení dělíme herbicidy na systémové a 

kontaktní, které účinkují dotykem, srážejí bílkoviny a účinkují jako plazmatické jedy. Aplikovat 

se dají buďto preemergentní aplikací, která se uskutečňuje před vzejitím rostliny, nebo 

postemergentní aplikací jež je uskutečňována až po vzejití rostliny. Herbicidy mohou být 

aplikovány na půdu nebo povrch rostlin (Zapletal a kol., 2001). 

Herbicidní přípravky mohou mít různé mechanismy účinků. Mohou způsobovat blokaci 

transportu elektronů během fotosyntézy a díky tomu inhibovat Hillovu reakci. Takto mohou 

účinkovat herbicidy na bázi triazinů a fenylmočoviny. Některé herbicidy jako nitroaniliny 

mohou ovlivňovat klíčivost semen plevelů. Fenoxyalkanové kyseliny, nebo deriváty 

benzoových kyselin mohou ovlivňovat metabolismus nukleových kyselin, díky čemuž dochází 

k zastavení růstu u plevelných rostlin. Dalším účinkem může být katalýza tvorby 

hydroperoxidů mastných kyselin uvnitř buněčných membrán, přičemž nastává porušení 

procesu fotosyntézy. Toto může být způsobováno například desikanty (Hajšlová a Kocourek, 

2004). 

 

2.3. Chloridazon 
 

Chloridazon je herbicidní přípravek, chemicky ho lze vyjádřit jako 5-amino-4-chloro-2-

phenyl-3(2H)-pyridazinone, nebo sumárním vzorcem C10H8CIN30 (Obr. č. 1), jeho majoritní 

metabolity jsou  chloridazon desphenyl a chloridazon methyl-desphenyl (ČHMÚ, 2020). V roce 

1963 byl tento přípravek patentován americkou společností BASF. Tento herbicid řadíme do 

pyridazinonové třídy pesticidů. U zelených rostlin inhibuje fotosyntézu, jelikož blokuje 

transport elektronů uvnitř fotosystému II (PubChem, 2020). 

Toxicita herbicidu chloridazonu (ČHMÚ, 2020): 

 LC50 = 132 mg/l hrotnatka velká (Daphnia magna). 

 LC50 = 39 mg/l pstruh duhový (Oncorhynchus mykiss). 

 LD50 = 2800 mg/l potkan (Ratus ratus). 
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Vlastnosti látky (ČHMÚ, 2020): 

 Molekulová hmotnost: 221,6457 g/mol. 

 Bod tání: 206 oC. 

 Poločas rozpadu: 10 – 133,7 dne. 

 Rozpustnost ve vodě: 340 – 422 mg/l. 

 ADI (akceptovatelný denní příjem podle WHO): 0,16 mg/kg tělesné    

     hmotnosti/den. 

 

 

Obr. č. 1. Strukturní vzorec chloridazonu (ČHMÚ, 2020). 

 

Tento herbicid se využívá především na polích k likvidaci plevelů, kde se pěstuje krmná 

řepa, červená řepa a cukrová řepa. Na trhu je k dostání jak ve formě kapaliny, tak smáčitelného 

prášku (PubChem, 2020). 

Chloridazon je obsažen například v přípravcích Largo (s obsahem účinné látky 300 g/kg), 

Burex 430 DKV (430 g/kg), Betoxon 65 WDG (650 g/kg). V České republice bylo spotřebováno 

v roce 2016 celkem 26 709,3 kg této látky (ČHMÚ, 2020). Chloridazon aplikujeme buďto před 
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výsadbou, nebo před vzejitím, nebo těsně po vzejití semen. Většinou se aplikační dávka 

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

Evropské předpisy povolují pro herbicidy maximální hodnoty, které se smějí vyskytovat ve 

vodách. Pro jednotlivé herbicidy, nebo metabolity, které z nich vznikají, je stanoven limit          

0,1 µg/l a pro součet jednotlivých herbicidů a jejich metabolitů je stanovena limitní hodnota 

0,5 µg/l (GWD, 2006). Chloridazon se vyskytuje v řadě evropských zemí, kde byly naměřeny 

koncentrace do 3,5 µg/l. Metabolity chloridazonu byly detekovány v hodnotách 24 µg/l 

(chloridazon desphenyl) a 6,1 µg/l (chloridazon methyl-desphenyl) (Schuhmann a kol., 2016). 

V České republice chloridazon nacházíme v povrchových vodách v hodnotách 0,1 – 4,34 µg/l 

a v podzemních vodách 0,67 µg/l (ČHMÚ, 2019). 

 

2.4.  Raci 
 

Sladkovodní raky zařazujeme mezi korýše, do řádu Decapoda a infrařádu Astacida 

(mnohdy taktéž Astacoida). Infrařád je dělen do několika nadčeledí: Enoplometopoidea, 

Nephropoidea, Astacoidea, Parastacoidea. Do nadčeledi Enoplometopoidea a Nephroidea 

zařazujeme mořské humry, do nadčeledi Astacoidea a Aparastacoidea řadíme sladkovodní 

raky. Byl potvrzen monofyletický původ sladkovodních raků díky novodobým genetickým 

metodám, díky čemuž nemusí utvářet dvě samostatné nadčeledi, ale pouze jedinou, která je 

tvořena ze tří čeledí. Na jižní polokouli nacházíme čeleď Parastacidea, na severní polokouli se 

vyskytují čeledi Astacidea a Cambaridea. Tyto dva zeměpisně izolované rody, Pasifastacus ze 

severozápadu Severní Ameriky a Cambaroides z Dálného východu Asie, vytvářejí významný 

problém v dělení vyšších taxonů raků. Jelikož jsou odděleny od center diverzit svých čeledí, 

představují tak biogeografický problém. Dále není zcela znám ani fylogenetický vztah k rakům 

severní polokoule. V současnosti je známo více než 600 druhů raků, ale počet není konečný, 

jelikož stále nalézáme nové druhy (Kozák a kol., 2013). 

Zástupci skupiny desetinohých korýšů mají poměrně velký areál rozšíření, ale i tak 

nalezneme území, kde se tato skupina korýšů nevyskytuje: kontinentální Afrika, Antarktida a 

větší část Jižní Ameriky a Asie (Hobbs, 1988). 
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V nearktické zoogeografické oblasti (hlavně v jihovýchodní části Severní Ameriky), žije 

převážná část račích druhů. Z čeledi Cambaridae je jich známo přes 400 druhů. Mezi další 

významné centrum výskytu řadíme australskou oblast, kde se nachází přes 150 druhů 

převážně z čeledi Parostacidae. V evropské části nalézáme pouze tři původní druhy raků, které 

řadíme do rodu Astacus, a dva druhy z rodu Austropotamobius. Také dochází k výskytu 

nepůvodních druhů raků, jež jsou často velice agresivní a také se invazivně šíří. V evropských 

vodách se v dnešní době vyskytuje více než deset nepůvodních druhů.  Velice vážný problém 

představují severoamerické druhy raků, kteří přenáší račí mor. Tato nemoc představuje vážný 

problém pro původní evropské druhy (Holdich a kol., 2009; Filipová a kol., 2011; Jaklič 

a Vrezec, 2011). 

 

2.5. Morfologie a anatomie raků 
 

Tělo raka je pokryto exoskeletem, který kryje tělní články. Exoskelet je tvořen jednotlivými 

články se 4 destičkami: břišní (sternit), hřbetní (tergit) a dva boční (pleurity). Spojuje je měkká 

membrána s jejíž pomocí se dokážou velmi dobře pohybovat. Račí tělo obsahuje i klouby jimiž 

jsou spojeny končetiny a zadečkové články (Zarenkov, 1982). 

Krunýř raka se nenachází na povrchu těla, ale pod vrstvou kutikuly a je vylučován 

pokožkou nazývanou hypodermis (Zarenkov, 1982). Při svlékání starého krunýře dochází i ke 

svlékání části kutikuly. Jelikož starý krunýř obsahuje velké množství cenných látek vhodných 

k obnově nové kutikuly, je tedy rakem po svlečení požírán (Lowery, 1988; Reynolds, 2002). 

Typické zbarvení těla u jednotlivých druhů zajišťují pigmenty, které jsou obsaženy v krunýři 

(Kozák a kol., 2013). 

Raky řadíme do řádu desetinožců (Decapoda), u kterých je typickým znakem přítomnost 

5 párů kráčivých končetin. Mohutná klepeta nalezneme na prvním páru. Tento počet párů 

končetin není přesný, každý jedinec má párů končetin celkem 19, kam se započítávají tykadla, 

ústní a zadečkové končetiny. Tělo rozdělujeme na dvě části: zadeček (pleon, aobdomen) a 

hlavohruď (cephalothorax) (Kozák a kol., 2013). 

Hlavohruď se skládá ze 13 tělních článků, 5 hlavových a 8 hrudních. Karapax neboli 

hlavohrudní krunýř pokrývá boky hlavohrudi až po báze nohou (Kozák a kol., 2013). Mezi jedny 
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z hlavních rozlišovacích znaků račích druhů řadíme tvar rostra (čelního trnu), které vzniká 

vybíháním karapaxu mezi očima (Hobbs, 1987). Dalším znakem jsou dva páry postorbitálních 

lišt, které se nachází na hřbetní části karapaxu za očima raků (Souty-Grosset a kol., 2006; Kozák 

a kol., 2009; Štambergová a kol., 2009). 

Zadeček je zřetelně článkovaný a je dělen na šest krátkých a širokých článků. Tyto články 

spojuje měkká membrána a pohyblivé klouby po stranách. Tělo raka zakončuje plochá ocasní 

destička (telson), která nenese žádné končetiny, jelikož není pravým tělním článkem. Ocasní 

destička vznikla vychlípnutím předchozího článku zadečku. Na spodní straně tohoto článku se 

nachází řitní otvor (Kozák a kol., 2013). 

Raci dýchají žábry, ty jsou pokryté velmi slabou a jemnou vrstvou kutikuly, která brání 

efektivnímu prostupu plynů, jelikož je tělo raků pokryto krunýřem, přes který nedochází 

k pronikání látek do těla a zpět, je přímá difuze kyslíku a výměna plynů umožněna pouze přes 

membrány kloubů a spodinu zadečku (Zarenkov, 1982). 

Raci jsou gonochoristé, jejich pohlavní orgány jsou umístěny dorsálně v hlavohrudi mezi 

žaludkem a spodinou srdeční dutiny (Kozák a kol., 2013). Během růstu raků dochází k řadě 

svlékání a obdobím mezi svlékáním (Lowery, 1988). Rak rychle přibývá na hmotnosti a na délce 

těla v období po svlékání. Mezi svlékáními nedochází ke konstantnímu růstu. Dále se liší 

rychlost růstu u jednotlivých druhů raků, u pohlaví a také záleží na každém jedinci, jaké má 

růstové schopnosti. S věkem také dochází ke snížení četnosti svlékání a procentuálnímu 

přírůstku. V neposlední řadě také ovlivňuje svlékání řada faktorů, jež dělíme do dvou skupin: 

abiotické (fotoperioda, teplota, chemismus vody a jiné) a biotické (potrava, substrát, hustota 

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

 

2.6. Rak mramorovaný 
 

Rak mramorovaný (Procambarus virginalis, Obr. č. 2) dorůstá většinou do velikosti 10 cm, 

výjimečně až do 13 cm. Dožívá se poměrně krátkého věku. Laboratorně chovaní raci žijí 

přibližně 2 roky. Pouhá jedna desetina jedinců se dožije více jak 3 let. U tohoto druhu je znám 

také nejdéle žijící jedinec, který dosáhl věku 4,5 roku. Velice často dojde k úhynu během 

svlékání, pokud při něm nastanou komplikace (Pöckl a kol., 2006; Vogt, 2010). 
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Tělo zástupců tohoto druhu je zabarveno do typického mramorování buď na hnědavém, 

nebo zeleném podkladě. Nejviditelnější je na bocích hlavohrudi. Hlavohruď raka 

mramorovaného je hladká, na ní se nachází za týlní brázdou a párem postorbitálních lišt 

několik trnů. Sbíhající okraje výrazného rostra utváří malý trojúhelníkový vrcholek. Klepeta 

jsou poměrně malá, na povrchu velice slabě zrnitá a na horní a spodní straně nemají viditelné 

mramorování.  Dále na vnitřní straně zápěstí vyrůstá mohutný trn, který ojediněle přesahují 

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

 

  

Obr. č. 2. Rak mramorovaný (Procambarus virginalis).  

 

U tohoto druhu raka nejsou známi samci, protože se rozmnožuje prostřednictvím 

partenogeneze. Plodí pouze samice, díky čemuž je potomstvo geneticky identické (Scholtz 

a kol., 2003; Vogt a kol., 2004b; Martin a kol., 2007). Probíhaly i snahy o zvrat pohlaví, kde 

docházelo k exponování samčího pohlavního hormonu 17 – methyl testosteronu z vyvíjejících 

vajíček i ráčat, ale ani tato snaha nezaznamenala žádné samce (Vogt, 2007). 

V 25.–35. týdnu dochází k dospívání samic. V tomto věku dosahuje délka těla přibližně 40 

mm. Mají-li raci dobré podmínky, dokážou se v chovech rozmnožovat v průběhu roku i 

opakovaně, a to v intervalech 8-9 týdnů. U samic vzrůstá plodnost podle jejich velikosti. U 

malých samic se plodnost pohybuje mezi 50-150 vajíčky. Větší samice mohou plodit až 400 

vajíček (Holdich a kol., 2006; Vogt, 2010). V přírodě můžeme nalézt i samice, které mají až 500-

700 vajíček (Jones a kol., 2009; Chucholl a Pfeiffer, 2010). Průměrná velikost vajíček je mezi 

1,5-1,9 mm s inkubační dobou 2-3 týdny (Seitz a kol., 2005; Holdich a kol., 2006).  Ráčata jsou 
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přichycena na samičích pleopodech, poté co se dvakrát svléknou, začínají přijímat potravu a 

dochází k jejich osamostatňování (Vogt a Tolley, 2004a; Vogt, 2008a). 

Díky výše uvedeným vlastnostem má rak mramorovaný velký potenciál stát se 

modelovým druhem organismu v mnoha studiích, například ve vývojových neurobiologických, 

cytologických, toxikologických a epigenetických studiích, jelikož rychle dospívá, dorůstá a má 

vysokou plodnost, krátkou dobu inkubace a geneticky uniformní potomstvo (Vogt, 2008b, 

2010, 2011). A i díky těmto vlastnostem je tento druh raka velmi oblíbený mezi akvaristy. Ti 

ale musí v poměrně krátké době řešit problém s jeho potomstvem, proto většina z nich sahá 

po vypuštění raka do volné přírody než k přímé likvidaci, což vede k fatálním problémům, 

pokud vezmeme v potaz partenogenetické rozmnožování a rizikovost těchto raků jakožto 

přenašečů račího moru (Jimenez a Faulkes, 2011). 

Původně rak mramorovaný obýval ekosystémy na Floridě a Georgii (Taylor a kol., 2007; 

Dorn a Volin, 2009), kde není známá partenogeneticky se rozmnožující forma. Prvotně byla 

tato forma popsána až v Evropě ve druhé polovině 90. let 20. století, kde byla dostupná 

v rakouských a německých obchodech (Lukhaup, 2001). Nezodpovědnost chovatelů vedla ke 

vzniku životaschopných populací raka mramorovaného ve volných vodách Evropy. V Evropě 

se zatím vyskytuje v Nizozemí (Koese, 2008), Itálii (Marzano a kol., 2009), Německu (Marten 

a kol., 2004; Schulz a kol., 2009; Martin a kol., 2010) a Slovensku (Janský a Mutkovič, 2010). 

Řada modelů v dnešní době ukazuje na to, že jen malá část Evropy nabízí příznivé životní 

podmínky, které podporují další šíření (Feria a Faulkes, 2011). Dále byl tento druh raka 

zavlečen na Madagaskar (Jones a kol., 2007, 2009; Kawai a kol., 2009) a i do Japonska (Kozák 

a kol., 2013). V Severní Americe hrozí proniknutí tohoto druhu raka mimo původní areál 

výskytu, jelikož je ve velkém množství nabízen v internetových obchodech (Faulkes, 2010). 

Nejlépe se mu daří při teplotách 18 – 25 oC. Několik týdnů dokáže přežít jak při nižších 

teplotách pod 8 oC, tak i nad 30 oC. Při těchto teplotách ovšem zastavuje svůj růst a reprodukci. 

V Evropě se vyskytuje i na lokalitách, které zamrzají, z čehož vyplývá, že se jedná o relativně 

tolerantní a velice adaptabilní druh (Holdich a kol., 2006; Kaldre a kol., 2012). 

Raci jsou v ekosystému významným bentickým druhem bezobratlých a jsou vnímáni jako 

vhodné modelové organismy (Momot, 1995; Buřič a kol., 2013). Jelikož jsou v České republice 

původní druhy raků chráněny (Kozák a kol., 2011), proto se pro testy toxicity volí invazivní 

druhy, jako je rak mramorovaný (Kouba a kol., 2014). V dnešní době se preferují v testech 
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toxicity bezobratlí živočichové na rozdíl od obratlovců (Velíšek a kol., 2014). To už v roce 1959 

popsali biologové William Russell a Rex Burch koncept 3R (Replace, Reduce, Refine). Hlavním 

cílem je co nejvíce omezit využívání pokusných zvířat a pokusit se je nahradit alternativními 

metodami testování. Tato vize má tři části. První obsahuje nahrazování (replacement), kde se 

upřednostňuje náhrada alternativními metodami, pokud výsledky jsou stejné nebo lepší než 

na laboratorním zvířeti. Dále u tohoto bodu je požadavek na přednostní využívání nižších 

organismů v testech. Ve druhé části se zabývají snižováním (reduction) počtu zvířat, které se 

využívají v pokusech, a to formou na méně zvířat, ale více nebo stejně informací. A třetí část 

se zabývá zjemněním (refinement) a zmírněním utrpení a bolesti využívaných zvířat (Russell 

a Burch, 1959). 

 

2.7. Testy toxicity 
 

Testy toxicity na vodních organismech se využívají k hodnocení vlivu a dopadu látek na 

ekosystém, nově vyvinutých chemických látek a přípravků, klasifikaci odpadů nebo dále na 

hodnocení odpadních vod, případně i k určování původců havarijních znečištění vody. 

Rozlišujeme mnoho druhů testů toxicity, které lze rozdělit do několika skupin. Mezi nejčastěji 

využívané patří (Velíšek a kol., 2014): 

 Testy na úrovni buněk a tkání. 

 Testy na úrovni organismů. 

 Testy na úrovni biocenóz.  

Testy toxicity lze využít k hodnocení různých kritérií testovaných látek. Mohou se sledovat 

letální účinky (mortality, úhyn organismů), nebo subletální účinky (ovlivňování růstu, životních 

funkcí aj.). Specificky se můžeme zaměřit i na účinky, které působí na organismy například 

mutagenně, imunotoxicky nebo genotoxicky. Látka nemusí mít jen jeden účinek, ale zároveň 

může mít i několik rozdílných účinků současně. Také se mohou lišit účinky látky podle délky 

působení. Například mutagenita, nebo genotoxicita se mnohdy projeví až po chronické 

expozici nebo u následujících generací (Maršálek, 2002). 

Z dat, která jsme získali z testů toxicity, musíme vypočítat dané parametry, které lze 

následně porovnávat a hodnotit. Do hodnot, které získáváme přepočtem, řadíme například EC 
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(efektivní koncentraci). Při stanovení efektivní koncentrace testované látky může v organismu 

nastat například inhibici růstu, změna metabolické aktivity, změna chování atd. Hodnota LC 

(letální koncentrace) je hodnota, která zapříčiní úhyn testovaných organismů. Hodnota IC 

(inhibiční koncentrace) dokáže ovlivnit inhibici růstu, pohybu atd. Výslednou hodnotu 

nazýváme LD (letální dávka) nebo ED (efektivní dávka) (McNaught a Wilkinson, 1997; Landis 

a Yu, 2003). 

Již zmíněné hodnoty se udávají jako hodnota EC50, LC50, IC50. Takto udávané hodnoty: 

letální, inhibiční a efektivní koncentrace toxikantu znamenají, že byla zachycena reakce u         

50 % testovaných organismů. Tyto hodnoty lze určit několika způsoby, nejpoužívanější 

metodou je probitová analýza. Dalšími hodnotami používanými v toxikologii jsou NOEC a 

LOEC. NOEC (z angl. No Observed Effect Concentration) je nejvyšší testovaná koncentrace 

zkoumané látky, u níž nenastal statisticky významný vliv na sledovaný organismus. Významně 

je na tom podobně i hodnota NOEL (z angl. No Observed Effect Level) a též hodnota LID (z angl. 

Lovest Ineffective Dilution). Pravým opakem hodnoty NOEC je hodnota LOEC (z angl. Lovest 

Observed Effect Concentration), která udává nejnižší koncentraci toxické látky, u které bylo 

možno pozorovat statisticky významný účinek. Velice podobným druhem jsou indexy NOAEL 

(z angl. No Observed Adverse Effect Level), u kterých nemusí být brány pozorované účinky za 

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

Výsledky z testů toxicity a hodnoty sledovaných látek v životním prostředí využíváme 

k posuzování enviromentálních rizik. Rizikovost látky závisí na citlivosti organismů na tuto 

látku a koncentraci látky v ekosystému (Kočí, 2002). 

 

2.8. Oxidativní stres 
 

Oxidativní stres nastává, pokud dojde k porušení rovnováhy mezi volnými radikály a 

antioxidanty (Sies, 1991). Mohou ho způsobovat tři faktory. Prvním faktorem může být zvýšení 

reaktivních druhů kyslíku (ROS), druhým faktorem je zhoršení antioxidačních systémů a třetím 

nedostatečná kapacita, která by byla schopna napravit oxidační poškození. ROS mohou 

způsobovat řadu buněčných makromolekulárních změn například u membránových lipidů, 

proteinů, anebo DNA. Vlivem poškození může také dojít k přeměně funkcí některých buněk, 
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změnami intracelulárního vápníku nebo intracelulárního pH. V krajním případě může nastat i 

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

Naopak antioxidační systémy zahrnují jak nápravu antioxidačního poškození, tak i 

odstraňování volných kyslíkových radikálů, čímž chrání organismus před oxidačním stresem. 

O redukci ROS se starají antioxidační enzymy, kterými jsou například superoxid dismutáza, 

kataláza, glutathion peroxidáza, nebo glutathion reduktáza. Dále se na redukci volných 

radikálů podílejí další látky, kterými jsou například vitamíny C a E a glutathion (Di Giulio a kol., 

1993). 

Volnými radikály nazýváme atomy, molekuly, nebo ionty, které dokážou samostatně 

existovat. V jejich elektronovém obalu nalezneme jeden nebo více nepárových elektronů. Jsou 

velice reaktivní, jelikož se pokouší o získání dalších elektronů, aby byly schopny doplnit 

elektronový pár a byly tak schopny stabilní konfigurace. Další volné radikály vznikají z reakcí 

mezi volnými radikály a s intaktními molekulami. Na jejich vzniku se podílejí i enzymy, jako je 

například NADPH (nikotinamid adenin dinukleotid fosfát) – oxidáza, která katalyzuje tvorbu 

volných radikálu uvnitř buněk. Mohou také vznikat neenzymovými ději, jako je například 

ionizující záření (Racek a Holeček, 1999). 

K odstraňování volných radikálů, jako je superoxidový anion O2,
- slouží superoxid 

dismutáza, která O2
- přetváří na molekulární kyslík (O2) a peroxid vodíku (H2O2) (Di Giulio a 

kol., 1993). Peroxid vodíku je dále rozkládán peroxizomální katalázou (CAT) na vodu a kyslík, 

nebo je redukován glutathion peroxidázou. Z peroxidu vodíku mohou vznikat volné 

hydroxylové radikály, ale to za podmínky, že se vyskytují v přímé blízkosti kovů, například Fe, 

Co, Cu atd. Tyto hydroxylové radikály se přemění na molekulu vody následkem napojení na 

další elektron (Racek a Holeček, 1999). 
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3. Materiál a metodika 

 

Účinek expozice herbicidu chloridazonu na raná vývojová stadia raka mramorovaného byl 

hodnocen za využití embryolarvalního testu toxicity. Experiment byl prováděn v akvarijní 

místnosti laboratoře vodní toxikologie a ichtyopatologie, která sídlí v budově Výzkumného 

ústavu rybářského a hydrobiologického ve Vodňanech, ústav je součástí FROV JU. 

 

3.1. Embryolarvální testy toxicity 
 

Vodní organismy řadíme k nejpoužívanějším druhům, které jsou využívány k testům 

toxicity. Velice často se k testům využívají ryby, korýši, měkkýši, vodní rostliny, řasy a bakterie. 

Způsob provedení většiny testů je velmi podobný. Testy toxicity mají významnou podmínku, 

kterou je rozpustnost látky ve vodě. Nebo je také možné pro testování použít výluhy vzorků 

z pevného skupenství (Velíšek a kol., 2014). 

Ze skupiny necílových vodních organismů velice často volíme zástupce korýšů (Crustacea). 

Jelikož korýši se nacházejí téměř po celém světě, díky čemuž jsou velice významnou skupinou 

živočišné říše (Velíšek a kol., 2014). Jelikož jsou raci významným bentickým druhem, jsou 

vnímáni jako vhodné modelové organismy (Momot, 1995, Buřič a kol., 2013). A dalším 

hlediskem, proč právě volíme raky, je snaha postupovat v testech toxicity v souladu s pravidly 

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

 

3.1.1. Princip a podmínky testu 

 

Princip embryolarválních testů na racích je velice podobný embryolarválním testům, které 

jsou prováděny na rybách. Test je postaven na vystavení raných vývojových stádií raka 

mramorovaného koncentrační řadě zkoumané látky, v našem případě chloridazonu. Test je 

započat v momentě umístění oplozených vajíček do plastových makrodesek. Délka testu není 

jednotná, jelikož závisí na druhu raka a teplotě vody, v našem případě test trval 50 dní.  
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Během testu je nezbytné provádět krmení čerstvě vylíhnutými naupliemi žábronožky 

solné (Artemia salina, Obr. č .3). Dále je nezbytné dodržet hodnoty chemických parametrů 

vody, jako je nasycení vody kyslíkem, pH a teplota vody. A také určené hodnoty koncentrací 

zkoumané látky. Již během testu zjišťujeme subletální a letální účinky. Ty je však nezbytné 

porovnávat s kontrolní skupinou. Dále během testu sledujeme mortalitu, růst a výskyt 

malformací. 

 

 

Obr. č. 3. Nádoba s naupliemi žábronožky solné (Artemia salina). 

 

3.1.2. Experimentální materiál 

 

V experimentu byl použit chloridazon od firmy Sigma – Aldrict Corporation (USA) o čistotě 

99,8 %. Dále byly v testu využita vajíčka raka mramorovaného (Procambarus viriginalis) v X 

stádiu embryolarválního vývoje o průměrné hmotnosti 2,74 mg. Vajíčka byla získána od dvou 

samic raka mramorovaného, které měly délku karapaxu 37,84 mm a 36,55 mm a hmotnost 

15,62 g a 14,98 g. 
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3.2. Průběh testu 
 

K testu bylo využito 210 vajíček v desátém stádiu embryolarválního vývoje, které jsme 

získali od dvou samic. Vajíčka jsme rozdělili do pěti skupin. Ve čtyřech skupinách byl obsažen 

chloridazon a v páté skupině pro kontrolu čistá voda. Každá skupina obsahovala 42 jedinců, 

které jsme umístili jednotlivě do plastových makrodesek (Obr. č. 4). 

 

 

Obr. č. 4. Jedinci raka mramorovaného (Procambarus virginalis), umístění v makrodeskách 

v laboratoři vodní toxikologie a ichtyopatologie. 

 

První koncentrace E1 = 2,7 μg/l, což je maximální reálná koncentrace naměřená v českých 

řekách (ČHMÚ, 2019), E2 = 27 μg/l, E3 = 135 μg/l, E4 = 270 μg/l. Tři nejvyšší testované 

koncentrace odpovídaly 10, 50 a 100násobku reálné koncentrace. Z důvodu zajištění shody 

mezi nominálními a skutečnými koncentracemi chloridazonu ve vodě byly vzorky vody 
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podrobeny chemické analýze za použití kapalinové chromatografické tandemové hmotnostní 

spektrometrie (LC-MS/MS) a za dodržení metodiky Reemtsma a kol., (2013). Získané hodnoty 

nebyly odlišné od nominálních hodnot o více než o 9 %. Stanovení koncentrace chloridazonu 

nebylo součástí této práce a toto stanovení bylo provedeno formou zakázky. 

Během testu docházelo v laboratoři k periodickému střídání světla a tmy v poměru 12:12 

hodin a třikrát týdně (pondělí, středa a pátek) probíhala výměna roztoků, jelikož se jednalo o 

semistatický test. Fyzikálně chemické parametry vody v průběhu testu byly následující: 

 Teplota: 21,1 ± 0,5 ºC. 

 Rozpuštěný kyslík: > 5,25 mg/l. 

 pH: 7,7 – 8,0. 

 KNK4,5: 0,71 mmol/l. 

 CHSKMn: 0,92 mg/l. 

 Celkový amoniak: 0,013 mg/l. 

 Suma Ca2+ + Mg2+: 6,21 mg/l. 

Teplota byla sledována pomocí Minikin loggerů (Enviromental Meansuring Systems, Brno, 

Česká republika). Dále probíhalo každý den měření nasycení kyslíkem, pH a sledování svlékání 

raků a mortality. Krmení raků bylo zajištěno jednou denně čerstvě vylíhlými naupliemi 

žábronožky solné. Test byl ukončen 50. den expozice.  

 

3.3. Odběr vzorků 
 

Během experimentu jsme v pravidelných intervalech sledovali vývoj, mortalitu a tělesnou 

hmotnost, kterou jsme zjišťovali na analytických vahách (obr. č. 5), ale až dva dny poté, kdy se 

jedinec raka svlékl, z důvodu zajištění lepší odolnosti krunýře před poškozením. Růstové 

parametry jsme vyhodnotili na závěr testu. K tomuto vyhodnocení jsme použili ukazatele: 

specifickou rychlost růstu (SGR) a inhibici růstu (I). 
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Obr. č. 5. Vážení jedinců raka mramorovaného (Procambarus viriginalis) na analytických vahách. 

 

Specifickou rychlost růstu lze definovat jakožto podíl rozdílu průměru přirozených 

logaritmů hmotností jedinců raků, které jsme poprvé zvážili 12. den testu a následně pak na 

konci testu 50. den. K výpočtu jsme využili vzorec: 

100
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12 





tt
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Kde: 

SGR = průměrná specifická rychlost růstu ve skupině;  

W1, W2 = hmotnosti jednoho raka v čase t1 a t2, jednotlivě (g); 

t1 = čas (dny) – začátek expozice; 

t2 = čas – konec expozice. 
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Inhibice specifické rychlosti růstu vyjádříme jako podíl mezi rozdílem průměrné specifické 

rychlosti růstu kontrolní skupiny raků a experimentální skupiny raků a průměrné specifické 

rychlosti růstu u kontrolní skupiny. To vše po 50 dnech expozice chloridazonem, na závěr 

vynásobené stem. Výpočet lze provést za využití vzorce: 
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)()(
% 
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groupSGRcontrolSGR
I
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Kde: 

I = inhibice specifického růstu v experimentální skupině po 50 dnech expozice; 

SRG (kontrola) = průměrná specifická rychlost růstu v kontrolní skupině raků; 

SRG (skupina) = průměrná specifická rychlost růstu v experimentální skupině raků po 50 dnech 

expozice. 

Po ukončení testu byla provedena analýza chování (viz kap. 3.4.), po této analýze byl 

proveden odběr vzorků pro biochemické analýzy. Odebrané vzorky jedinců byly zamrazeny 

v tubách (v tekutém dusíku) a následně byly využity ke stanovení hladiny oxidačního stresu a 

aktivity antioxidačních enzymů. Tyto ukazatele byly stanovovány z celotělních homogenátů 

raků.  

 

3.4. Chování raků 
 

Po ukončení testu, který probíhal 50 dní, byl u jedinců raků proveden behaviorální test, 

ve kterém se sledují rozdíly chování mezi experimentálními skupinami a kontrolou. V tomto 

testu došlo k rozdělení ráčat do plastových misek s 50 ml roztoku odpovídající dané skupině. 

Následně proběhlo pozorování a zachycení chování raků po dobu jedné hodiny (obr. č. 6) za 

využití videokamery (Sony HDR-CX240E, Sony, Japan). 
Získaný materiál byl analyzován softwarem EthoVision® XT 13 (Noldus Information 

Technology, Wageningen, Nizozemsko). Mezi sledované hodnoty řadíme čas, který raci strávili 

pohybem – aktivita (s), rychlost chůze (cm/s) a vzdálenost (cm).  
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Obr. č. 6. Pozorování a zaznamenávání chování jedinců raka 

 mramorovaného (Procambarus viriginalis). 

 

3.5. Biochemické metody stanovení biomarkerů 
 

Před vlastními biochemickými analýzami bylo nejprve nutné provést homogenizaci těl, 

díky čemuž jsou vzorky z raků připraveny k vlastní analýze. 

Před začátkem homogenizace jsme zamražené vzorky zvážili a poté jsme zahájili 

homogenizaci 1:10 w/v. S přidáním 50 mM fosfátového pufru (PBS) o neutrálním pH 7.2, který 

obsahoval: NaCl, KCl, Na2HPO4.12H2O, KH2PO4. Homogenizaci jsme prováděli na 

homogenizátoru (Retsch MM 400, Německo) (obr. č. 7). Část vzniklého homogenátu jsme 
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použili pro měření lipidní peroxidace, druhou část jsme použili pro měření antioxidačních 

biomarkerů. Vzorky takto připravených homogenátů byly uchovány při -80 °C až do 

samotného zpracování vybraných analýz.  

   

 

Obr. č. 7. Homogenizátor využívaný k přípravě vzorků. 

 

3.5.1. Stanovení enzymatické aktivity katalázy (CAT) 

 

Kataláza je významný enzym antioxidační ochrany proti radikálům. Způsob stanovení je 

založen na účinku katalázy na rozložení peroxidu vodíku na vodu a kyslík. Během této metody 

zaznamenáváme úbytek peroxidu vodíku za jednotku času. Měření aktivity katalázy provádíme 

metodou podle Aebi (1984). Vzorky byly po rozmrznutí promíchány a centrifugovány po dobu 
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30 minut při 30 000 rpm a 4 ºC. Měření jsme prováděli na spektrofotometrickém přístroji 

Tecan Infinite M200 (Švýcarsko) (obr. č. 8). 

Vzorek jsme připravili napipetováním 50 μl PP pufru, který jsme naředili 50 μl 

supernatantu vzorku, a vše promíchali. Dále jsme smíchali v mikrotitrační destičce 50 μl 

roztoku, ke kterému jsme přidali 0,09 % H2O2 (250 μl) mikropipetou. Takto připravený vzorek 

jsme umístili do spektrofotometru, kde jsme měřili absorbanc při 240 nm, 1 minutu 

v 5sekundových intervalech a získanou hodnotu katalázy zaznamenali jako μmol H2O2 min/mg 

proteinů. 

 

 

Obr. č. 8. Spektofotometr Tecan Infinite M200, s dalším laboratorním vybavením sloužící ke 

stanovování biomarkerů, v tomto případě katalázy. 
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3.5.2. Stanovení redukovaného glutathionu (GSH) 

 

Principem stanovení GSH je reakce thioselektivní Ellmanovy reagencie (DTNB; 2,2-dinitro-

5,5-dithiobenzoová kyselina) s volnými -SH skupinami za tvorby barevného produktu. 

Stanovení proběhlo podle metodiky Ellman (1959).  

Vzorek byl po rozmrznutí promícháván a umístěn v mikrozkumavkách do centrifugy po 

dobu 15 minut (10 000 rpm, 4 ºC). Z každé zkumavky bylo odebráno 180 μl supernatantu 

vzorku a přidáno 18 μl 25 % kyseliny trichloroctové. Poté byl vzorek nechán 15 minut odstát 

při pokojové teplotě a následně byl umístěn opět do centrifugy na 10 minut (8 000 rpm, 4 ºC). 

Poté proběhlo vlastní měření GSH. Do mikrotitrační destičky bylo napipetováno 50 μl vzorku, 

190 μl TRIS pufru a 10 μl 0,02 M DTNB. Absorbance byla měřena na spektrofotometru při 420 

nm proti blanku a pozadí při 680 nm. Získanou hodnotu GSH zaznamenáváme jako nmol 

GSH/mg proteinů. 

 

3.5.3. Stanovení enzymatické aktivity glutathion S – transferázy  (GST) 

 

Metoda spočívá v detekci konjugátu, jenž se nachází mezi redukovaným glutathionem a 

CDNB (1-chloro-2,4-dinitrobenzen), který je běžným substrátem pro běžné izoformy 

glutathion transferázy. Vyhodnocení se provádí spektrofotometricky podle metodiky Habig a 

kol. (1974). 

Vzorek homogenátu byl po rozmražení 15 minut centrifugován (10 000 rpm, 4 ºC) a 

vyředěn homogenizačním PBS pufrem v poměru 1:4 (60 μl PBS a 15 μl vzorku). Dále jsme 

přepipetovali 10 μl zředěného supernatantu na mikrotitrační destičku, poté jsme pipetou 

přidali k supernatantu 180 μl PBS a 10 μl 50 mM CDNB v ethanolu a vše důkladně promíchali. 

Po přidání 50 μl 10 mM redukovaného GSH substrátu došlo k rozběhnutí reakce. Poté jsme 

před umístěním vzorku do spektrofotometru museli provést třísekundové protřepání. Měření 

probíhalo po dobu 5 minut při 340 nm. Hodnotu GST jsme vyjádřili směrnicí křivky, od které 

jsme odečetli směrnici blanku a poté dosadili do rovnice a výslednou hodnotu zaznamenali 

v nmol/min/mg proteinu.  
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3.5.4. Stanovení aktivity glutathion reduktázy (GR) 

 

Glutathion reduktáza má velký význam při přeměně oxidovaného glutathionu (GSSG) na 

redukovaný glutathion (GSH) a na spotřebu NADPH, kde působí jako katalyzátor. Aktivitu GR 

vyhodnocujeme podle úbytku množství NADPH v reakci za využití spektrofotometru podle 

metodiky Carlberg a Mannervik (1975). 

Po rozmrznutí byl vzorek promícháván a centrifugován po dobu 15 minut (10 000 rpm,     

4 ºC). Pro stanovení aktivity GR musíme nejprve napipetovat 180 μl supernatantu vzorku a 

přidat 80 μl GR pufru, 20 μl GSSG, 20 μl NADPH a 30 μl destilované vody. Připravený vzorek 

jsme protřepávali po dobu 20 sekund a poté umístili vzorek do spektrofotometru, kde jsme 2 

minuty měřili při 340 nm spotřebu NADPH. Mikrodestičku jsme znovu umístili do 

spektrofotometru a měřili 5 minut v intervalech 15 sekund při 340 nm. Výslednou hodnotu GR 

jsme vyjádřili v nmol NADPH/min/ml proteinů. 

 

3.5.5. Stanovení enzymatické aktivity superoxid dismutázy (SOD) 

 

Superoxid dismutázy řadíme do skupiny metaloenzymů jelikož obsahují ionty kovů (Zn, 

Mn, Cu, Ni). Tyto kovy jsou obsaženy ve struktuře a jsou zodpovědny za jejich aktivitu. 

Superoxid dismutázy nacházíme ve všech buňkách. Nejvíce jich nalézáme v játrech. Podstata 

jejich funkce je katalýza přeměny reaktivních superoxidových radikálů na peroxid vodíku a 

molekulový kyslík, díky čemuž zastávají podstatnou roli v kontrole hladiny superoxidů uvnitř 

buňky (Öztürk-Ürek a kol., 2001). 

Podstatou metody je schopnost SOD inhibovat reakce, které jsou řízené superoxidy. K 

produkci superoxidů využíváme systémů NADH a phenazin nethosulfonát (PMS). Superoxidy, 

které jsme takto získali, lze stanovit za využití NBT (nitrobluetetrazolium), u kterého dojde po 

reakci k přeměně na stabilní formazonový produkt, který již dokážeme spektrofotometricky 

měřit. Za využití této metody určíme pokles NBT. Vše provádíme podle metody Marklund a 

Marklund (1974). 

Rozmrzlý vzorek homogenátu byl centrifugován po dobu 30 minut (30 000 rpm, 4 ºC). 

Vzorek jsme připravili přepipetováním 25 μl supernatantu z celotělního homogenátu do 

mikrodestičky. Do tohoto vzorku byl dodán homogenizační pufr, NADH s NBT o objemu          
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200 μl. Poté jsme provedli spektrofotometrické měření o celkové délce 2 minut 

s dvacetisekundovými intervaly při 560 nm. Následně vlivem po přidání 25 μl PMS byla 

zahájena reakce a poté provedeno 5minutové měření kinetické reakce v intervalech 20 sekund 

při 560 nm. Výsledky byly vyjádřeny jako aktivita SOD v nmol NVT/min/mg proteinů. 

 

3.5.6. Stanovení lipidní prooxidace (TBARS) 

 

Lipidní peroxidaci zjišťujeme za využití TBARS testu (thiobarbituricacid reactive substance 

= látky, které dokážou reagovat s kyselinou thiobariturovou – TBA). Tato metoda je založena 

na stanovení barevných aduktů, které měříme. Barevné adukty vznikají při reakcích produktů 

lipidní peroxidace a kyseliny barbiturové. Pro toto stanovení bylo vycházeno z metodiky 

Luschak a kol. (2005). 

Lipidní peroxidace byla stanovena z necentrifugovaného vzorku homogenátu (250 μl), ke 

kterému jsme přidali 12,5 μl FeSO4 a ponechali 30 minut při 37 ºC. Následně ke vzorku byl 

přidán roztok TCA–BHT (kyselina trichloroctová – butylovaný hydrotoluen) v poměru 250 μl : 

75 μl. Takto připravený vzorek byl po dobu 20 minut centrifugován při 4000 rpm a teplotě         

4 ºC. Po centrifugaci jsme přepipetovali 250 μl vzorku do mikrozkumavky, kam jsme dále 

přidali 200 μl TRIS – TBA a 50 μl HCl. Takto upravený vzorek jsme umístili do termobloku na 45 

minut při teplotě 90 ºC. Po uplynutí 45 minut jsme nechali vzorek vychladit a následně 

přepipetovali 250 μl do mikrotitračních destiček a provedli měření na spektrofotometru, kde 

jsme měřili při 550 nm a při 590 nm vzniklé zbarvení. Zjištěné hodnoty jsme vyjadřili jako nmol 

TBARS/mg proteinů. 

 

3.5.7. Metoda stanovení koncentrace proteinů (metoda BCA) 

 

Koncentrace proteinů byla stanovena podle metodiky Lowry a kol. (1951). Nejdříve bylo 

zředěno 30 μl každého vzorku pomocí 0,1 M NaOH (1:20). Připravený vzorek byl po dobu 24 

hodin ponechán při pokojové teplotě. Z každého vzorku bylo přepipetováno 10 μl do 

mikrotitrační destičky a přidáno 200 μl A (roztok sodné soli kyseliny bicinchoninové) + B 

(CuSO4) pufru (v poměru 26,54 ml A pufru ku 0,54 ml B pufru). Destička byla poté přetažena 

plastickou fólií a umístěna na 30 minut do termoboxu s teplotou 37 ºC. Poté byla okamžitě 



 

36 
 

přemístěna do spektrofotometru a měřena při 562 nm oproti blanku. Z naměřených hodnot 

jsme z kalibračního grafu zjistili hodnotu trendu a z ní vypočítali hodnotu proteinu pro vzorek 

vyjádřenou v mg/ml. 

 

3.6. Statistické vyhodnocení testu 

 

Rozdíl v kumulativní mortalitě jedinců zkoumaných skupin a kontrolních skupin jsme 

vyhodnotili za využití tzv. kontingenčních tabulek. Před zahájením analýzy bylo nezbytné 

provést u veškerých zjištěných proměnných kontrolu normality (Kolmogorovův – Smirnovů 

test) a homoscedasticitu rozptylu (Bartlettův test). Po splnění těchto podmínek byla využita 

jednosměrná ANOVA, díky které jsme vyhodnotili možnou existenci významných rozdílů 

analyzovaných proměnných mezi zkoumanými skupinami a kontrolní skupinou. Vyskytl-li se 

rozdíl, byl využit test Tukey Unequal N HSD. Pokud nebylo možné využít ANOVU, využilo se 

neparametrického testu (Kruskal – Wallis). 
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4. Výsledky 

 

4.1. Kumulativní mortalita 
 

Kumulativní mortalita zjišťovaná mezi skupinami nevykazovala žádné statisticky 

významné rozdíly. U skupin raků, které byly vystaveny chloridazonu, byla zaznamenána 

úmrtnost při koncentracích: E1 = 2,7 µg/l (16,5 %), E2 = 27 µg/l (13,5 %), E3 = 135 µg/l (12 %), 

E4 = 270 µg/l (13 %) a v kontrolní skupině činila 14 %. 

 

4.2. Chování raků 
 

Na konci testu (50. den expozice) byla sledována pohybová aktivita, rychlost chůze a 

celkově ušlá vzdálenost raných vývojových stádií raka mramorovaného v jednotlivých 

experimentálních skupinách exponovaných čtyřem koncentracím chloridazonu (E1 = 2,7 µg/l, 

E2 = 27 µg/l, E3 = 135 µg/l, E4 = 270 µg/l) ve srovnání s kontrolou. U raků vystavených 

chloridazonu nebyly zjištěny žádné signifikantně významné změny v chování ve srovnání s 

kontrolou. Statisticky významný (P < 0,05) rozdíl byl zaznamenám pouze u skupiny E4, kde 

došlo ke snížení celkové pohybové vzdálenosti (graf č. 1), aktivitě (graf č. 2) a rychlosti chůze 

(graf č. 3) oproti skupinám E1 a E2 . 
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Graf č. 1. Celková pohybová vzdálenost (cm) raka mramorovaného (Procambarus virginalis), který byl 

vystaven padesátidenní expozici chloridazonu (2,7 µg/l, 27 µg/l, 135 µg/l a 270 µg/l). Indexy a, b 

popisují shodu, nebo rozdílnost hodnot mezi skupinami. 

 

Graf č. 2. Aktivita (%) raka mramorovaného (Porcambarus virginalis), který byl vystaven 

padesátidenní expozici chloridazonu (2,7 µg/l, 27 µg/l, 135 µg/l a 270 µg/l). Indexy a, b popisují 

shodu, nebo rozdílnost hodnot mezi skupinami. 
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Graf č. 3. Změna rychlosti pohybu v (cm/s) raka mramorovaného (Procambarus virginalis), který byl 

vystaven padesátidenní expozici chloridazonu (2,7 µg/l, 27 µg/l, 135 µg/l a 270 µg/l). Indexy a, b 

popisují shodu, nebo rozdílnost hodnot mezi skupinami. 

 

4.3. Makroskopické morfologické anomálie 
 

V průběhu padesátidenního testu jsme nezaznamenali žádné makroskopicky viditelné 

morfologické anomálie u ranných vývojových stádií raků mramorovaných vystavených 

chloridazonu. 
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4.4. Růstové parametry 
 

Porovnání tělesné hmotnosti těl raných vývojových stádiích raků během expozice 

chloridazonu je popsána v grafu č. 4. Reálná koncentrace chloridazonu E1 = 2,7 µg/l neměla 

statisticky významný (P < 0,05) vliv na růst raků mramorovaných. U zbylých tří sledovaných 

koncentrací nastalo od 4. stadia vývoje významné snížení hmotnosti (P < 0,01) oproti kontrole 

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

Specifická rychlost růstu (SRG) a inhibice růstu (I) u sledovaných skupin, které byly 

vystaveny padesátidennímu působení chloridazonu, je zaznamenáno v tabulce č 1. Inhibice 

růstu raků oproti kontrole byly u E1 = 9,03 %, E2 = 12,85 %, E3 = 14,07 % a u E4 = 19,28 %. 

 

 

Graf č. 4. Srovnání tělesných hmotností raka mramorovaného (Procambarus virginalis) vystaveného 

chloridazonu (2,7 µg/l, 27 µg/l, 135 µg/l, 270 µg/l) po dobu 50 dnů. 

y = e0,6097x

R² = 0,8160

y = e0,587x

R² = 0,9842

y = e0,5753x

R² = 0,7095

y = e0,557x

R² = 0,9838

y = e0,5502x

R² = 0,6646

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

2 3 4 5 6 7

Tě
le

sn
á 

h
m

o
tn

o
st

 (
m

g)

Vývojové stádium

Kontrola

E1 (2,7 µg/L)

E2 (27 µg/L)

E3 (135 µg/L)

E4 (270 µg/L)

Expon. (Kontrola)

Expon. (E1 (2,7 µg/L))

Expon. (E2 (27 µg/L))

Expon. (E3 (135 µg/L))

Expon. (E4 (270 µg/L))



 

41 
 

 

Tabulka č. 1. Specifická rychlost růstu a inhibice růstu raných vývojových stadií raka mramorovaného (Procambarus virginalis) po expozici chloridazonen. 

 

Poznámka: M12, m50 = průměrná hmotnost raků vybrané skupiny 12 a 50 den expozice; SGR = specifická rychlost růstu vybrané skupiny po 50 dnech expozice;  

I = inhibice specifické rychlosti růstu vybrané skupiny po 50 dnech expozice; SD =směrodatná odchylka. Horní indexy a,b vyznačují rozdíl, nebo shodu u hodnot 

mezi jednotlivými skupinami (P < 0,05). 

Skupina Kontrola E1 E2 E3 E4 

Chloridazon (µg/L) 0 2.7 27 135 270 

M12 (X ± SD, mg) 7,04 ± 1,09a 6,97 ± 0,85a 6,82 ± 0,61a 6,25 ± 0,52a 6,10 ± 0,55a 

M50 (X ± SD, mg) 45,40 ± 7,82a 38,68 ± 3,92ab 36,61 ± 7,96b 32,37 ± 5,91b 29,01 ± 7,37c 

SGR 4,98 ± 0,23a 4,53 ± 0,31ab 4,34 ± 0,2 b 4,28 ± 0,41b 4,02 ± 0,38b 

I (%) 0,0a 9,03 ± 0,42ab 12,85 ± 0,39b 14,06 ± 0,58b 19,28 ± 0,71b 
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4.5. Ontogenetický vývoj 
 

Reálná koncentrace chloridazonu vyskytující se v životním prostředí E1 = 2,7 µg/l neměla 

vliv na ontogenetický vývoj raků. Počínaje 13. dnem jsme zaznamenali signifikantně významné 

(P < 0,01) opoždění ontogenetického vývoje raků vystavených třem nejvyšším koncentracím 

(E2 = 27 µg/l, E3 = 135 µg/l, E4 = 270 µg/l) chloridazonu oproti kontrole. Na konci testu bylo 

93 % jedinců v kontrolní skupině a 85 % jedinců ve skupině E1 v šestém stupni vývoje. U 

skupiny E2 se nacházelo 27 % jedinců v pátém stupni vývoje a 50 % v šestém stupni vývoje, u 

E3 bylo 25 % jedinců v pátém stupni a 32 % jedinců v šestém stupni vývoje. U skupiny E4 bylo 

30 % jedinců v pátém stupni a 25 % v šestém stupni vývoje. Ontogenetický vývoj raků během 

testu je znázorněn v grafu č. 5. 

 

 

Graf č. 5.  Vliv chloridazonu na ontogenický vývoj raka mramorovaného (Procambarus virginalis). 
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4.6. Biomarker oxidačního stresu 
 

4.6.1. Lipidní peroxiace (TBARS) 

 

Vliv chronického působení chloridazonu na hladinu TBARS v celotělním homogenátu raka 

mramorovaného je zaznamenán v grafu č. 6. Expozice chloridazonu neměla statisticky 

významný (P < 0,05) vliv na hladinu TBARS v celotělním homogenátu raků mramorovaných. 

 

 

Graf č. 6. Vliv padesátidenního působení chloridazonu v koncentracích: 2,7 µg/l, 27 µg/l, 135 µg/l a 

270 µg/l, na hladinu lipidní peroxidace v celotělním homogenátu raka mramorovaného (Procambarus 

virginalis). Indexy a, b popisují shodu, nebo rozdílnost hodnot mezi skupinami (P < 0,05). 
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4.7. Antioxidační biomarkery 
 

4.7.1. Superoxid dismutáza (SOD) 

 

Vliv chronického působení chloridazonu na aktivitu superoxid dismutázi je zaznamenán 

v grafu č. 7. Expozice chloridazonu neměla statisticky významný (P < 0,05) vliv na aktivitu SOD 

v celotělním homogenátu raků mramorovaných. 

 

 

Graf č. 7. Vliv padesátidenního působení chloridazonu v koncentracích: 2,7 µg/l, 27 µg/l, 135 µg/l a 

270 µg/l, na aktivitu superoxid dismutázi v celotělním homogenátu raka mramorovaného 

(Procambarus virginalis). Indexy a, b popisují shodu, nebo rozdílnost hodnot mezi skupinami               

(P < 0,01). 
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4.7.2. Kataláza (CAT) 

 

Vliv chronického působení chloridazonu na aktivitu CAT v celotělním homogenátu raka 

mramorovaného je zaznamenán v grafu č. 8. Expozice chloridazonu neměla statisticky 

významný (P < 0,05) vliv na aktivitu CAT v celotělním homogenátu raků mramorovaných. 

 

 

Graf č. 8. Vliv padesátidenního působení chloridazonu v koncentracích: 2,7 µg/l, 27 µg/l, 135 µg/l a 

270 µg/l, na aktivitu katalázy v celotělním homogenátu raka mramorovaného (Procambarus 

virginalis). Indexy a, b popisují shodu, nebo rozdílnost hodnot mezi skupinami (P < 0,05). 
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4.7.3. Glutathion S-tranferáza (GST) 

 

Vliv expozice chloridazonu na aktivitu GST je zaznamenán v grafu č. 9. U jedinců, které 

jsme vystavili působení chloridazonu, po padesátidenní expozici ve všech testovaných 

koncentracích došlo v celotělním homogenátu raků k signifikantnímu (P < 0,01) zvýšení 

aktivity GST oproti kontrolní skupině.  

 

 

Graf č. 9. Vliv padesátidenního působení chloridazonu v koncentracích: 2,7 µg/l, 27 µg/l, 135 µg/l a 

270 µg/l, na aktivitu glutathion S-transferázy v celotělním homogenátu raka mramorovaného 

(Procambarus virginalis). Indexy a, b, c, d popisují shodu, nebo rozdílnost hodnot mezi skupinami       

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

 

Vliv chloridazonu na hladinu glutathion reduktázy v celotělním homogenátu raka 

mramorovaného je zaznamenán v grafu č. 10. Expozice chloridazonu neměla statisticky 

významný (P < 0,05) vliv na hladinu GR v celotělním homogenátu raků mramorovaných. 

 

 

Graf č. 10. Vliv padesátidenního působení chloridazonu v koncentracích: 2,7 µg/l, 27 µg/l, 135 µg/l a 

270 µg/l, na aktivitu glutathion reduktázy v celotělním homogenátu raka mramorovaného 

(Procambarus virginalis). Indexy a, b popisují shodu, nebo rozdílnost hodnot mezi skupinami               

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

 

Vliv chloridazonu na hladinu GSH v celotělním homogenátu raka mramorovaného je 

znázorněn v grafu č. 11. Po padesátidenní expozici chloridazonu ve všech testovaných 

koncentracích došlo v celotělním homogenátu raků k signifikantnímu (P < 0,01) zvýšení 

hladiny GSH oproti kontrolní skupině.  

 

 

Graf č. 11. Vliv padesátidenního působení herbicidu chloridazonu v koncentracích: 2,7 µg/l, 27 µg/l, 

135 µg/l a 270 µg/l, na hladinu redukovaného glutathionu v celotělním homogenátu raka 

mramorovaného (Procambarus virginalis). Indexy a, b popisují shodu, nebo rozdílnost hodnot mezi 

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

 

Tato bakalářská práce měla za cíl posouzení vlivu herbicidu chloridazonu na raná vývojová 

stádia raka mramorovaného (Procambarus virginalis). Díky tomuto výzkumu se nám podařilo 

rozšířit data o vlivu chloridazonu na vodní ekosystémy, především na raky jakožto zástupce 

vodních korýšů a jejich vývojová stádia. Vliv herbicidu chloridazonu jsme stanovovali za využití 

embryolarválních testů toxicity, které jsme prováděli v laboratoři toxikologie a ichtyopatologie 

VÚRH Vodňany. 

Pro embryolarvální test jsme zvolili raka mramorovaného, jelikož raky řadíme do skupiny 

bezobratlých živočichů vyskytujících se ve stojatých, ale i v tekoucích vodách. Jsou velkými 

bentickými makrofágy se širokým spektrem přijímání potravy a jsou velice dobře 

pozorovatelní a snadno se odliší od jiných živočichů. To je řadí do skupiny organismů indikující 

kvalitu vod. Rak mramorovaný se velice často využívá v testech toxicity, jakožto druh korýše 

splňující kritéria principu 3R (Kozák a kol., 2013). Partenogenetické rozmnožování samic 

zajišťuje geneticky identické jedince, které můžeme následně využívat v pokusech (Scholz 

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

Dalším hodnoceným parametrem, který se u exponovaných organismů sleduje, je vývoj 

jedinců, který velice dobře reaguje na pesticidní přípravky (Hayes, 2007). Jedinci, kteří byli 

vystaveni koncentraci vyskytující se reálně v životním prostředí (2,7 µg/l), nijak chloridazon 

významně neovlivnil, naopak u zbylých třech koncentrací (27 µg/l, 135 µg/l a 270 µg/l) jsme 

zaznamenávali od 13. dne signifikantně výrazné opoždění ve vývoji. Na závěr testu po 50 

dnech expozice se do šestého stupně vývoje dostalo v koncentracích 27 µg/l 50 % jedinců, u 

koncentrace 135 µg/l 32 % jedinců a u nejvyšší koncentrace 270 µg/l se vyvinulo pouze 26 % 

jedinců. 

Primárně je herbicid chloridazon určen k likvidaci plevelů na řepných polích, předchozí 

studie ukázaly, že chloridazon vykazuje mírnou toxicitu pro vodní organismy. Velice citlivým 

druhem byly vodní řasy Pseudokirchneriella subcapitata 72 hEC 50 0,6 mg/l a pstruh duhový 

(Oncorhynchus mykiss) 96hLC50 41,3 mg/l (PED, 2000). U raků je prokázané, že juvenilní 
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jedinci nejsou tak odolní oproti dospělým stádiím (Vogt, 2008a). Kumulativní úmrtnost 

v exponovaných skupinách se pohybovala v rozmezí 13 – 16 %. 

Dalším významným faktorem je chování, jehož změny mohou být způsobeny přítomností 

znečišťujících látek. U jedinců, které jsme vystavili expozici během embryolarválního testu 

působení chloridazonu, jsme došli k závěrům, že vysoké koncentrace (137 µg/l a 270 µg/l) 

působí na raky útlumovými účinky, naopak nízké koncentrace mají snahu navyšovat 

pohybovou aktivitu. Vlivem dlouhodobého poločasu rozpadu chloridazonu (Schuhmann a kol., 

2016, Chiaia-Hernandez a kol., 2017), se dá předpokládat, že se mohou projevit změny 

v chování způsobené dlouhodobější expozicí herbicidu (Roberts a Croucher, 2007), v našem 

případě chloridazonu. 

Inhibice rychlosti růstu může vést k řadě problémů. U jedinců může dojít k opoždění 

schopnosti reprodukce a v krajním případě může dojít i v brzkých fázích života raků k predaci 

(Bengtsson, 1974). V našem případě skupina raků, kterou jsme vystavili působení koncentraci 

chloridazonu 2,7 µg/l, což je koncentrace vyskytující se v životním prostředí, nezpůsobila 

v našem experimentu žádné prokazatelně negativní účinky, které by ovlivnily růst jedinců 

raků. Naopak jedinci raka mramorovaného, kteří byli vystaveni působení vyšších koncentrací 

chloridazonu (27 µg/l, 135 µg/l a 270 µg/l), ovlivnila expozice snížením schopnosti růstu od 25  

do 30 %. Ke snížení růstu dochází vlivem toho, že organismus raka vynakládá větší množství 

energie do antioxidačního systému a díky tomu se nedostává energie k vývoji jedince. I podle 

dalších studií je známo, že pesticidy ovlivňují rychlost růstu juvenilních jedinců raků (Velíšek a 

kol., 2014, 2019). 

Pesticidní přípravky velice výrazně navyšují hladinu reaktivních forem kyslíku ROS, díky 

čemuž může docházet k poškozování buněčného systému, následně až k oxidačnímu stresu a 

oxidačním poškozením (Lushchak, 2011; Yan a kol., 2016, Narra a kol., 2017). ROS se vyskytují 

v buňkách organismů přirozeně a na jejich rovnováhu dohlížejí antioxidační systémy, které 

působí na principu volných lapačů ROS. Mezi antioxidační systémy patří například SOD, CAT, 

GR, GST, GSH, vitamíny a mnoho dalších (Lushchak a kol., 2010; Lushchak, 2011). Výsledkem 

naší práce je zjištění, že nedošlo k ovlivnění aktivity SOD, CAT a GR biomarkerů.  

Došlo však ke zvýšení hladiny GSH a aktivity GST u všech koncentrací chloridazonu, které 

jsme testovali, ale toto zvýšení hodnot nevedlo k dalším změnám. Změny jako poškození nebo 

vyčerpání antioxidačního systému mnohdy způsobují nadprodukci ROS (Lushchak, 2011; Stará 
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a kol., 2014), která je indikována peroxidací lipidů (Stará a kol., 2012; Poley a kol., 2016; Yuan 

a kol., 2019). V našem případě nedošlo ke statisticky významným změnám v lipidní peroxidaci, 

díky čemuž nebyla zaznamenána žádná oxidační poškození u jedinců raků. Dá se tedy 

předpokládat, že zvýšená hladina GSH a aktivita GST způsobila, že se stali hlavními 

detoxikačními antioxidanty herbicidu chloridazonu v organismech raků mramorovaných, což 

vedlo k dostatečné oxidační rovnováze. Již je známá řada studií, kde byl zaznamenán velice 

identický rozdíl v biomarkerech antioxidačních systémů, ale zároveň nebyla narušena buněčná 

rovnováha peroxidace lipidů v raných fázích života raků (Stará a kol., 2013; Velíšek a 

kol.,2017,2019,2020). 
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6. Závěr 

 

Cílem práce bylo vyhodnotit vliv herbicidu chloridazonu na raná vývojová stádia raka 

mramorovaného (Procambarus virginalis). Ke zjištění vlivu chloridazonu jsme využili 

embryolarválního testu toxicity. Pro test bylo využito 210 vajíček, které jsme rozdělili do 4 

skupin po 42 kusech. Čtyři skupiny jsme vystavili expozici chloridazonu a pátá skupina sloužila 

jako kontrola. Chloridazon jsme použili ve 4 koncentracích: 2,7 µg/l, 27 µg/l, 135 µg/l a 270 

µg/l. Test probíhal po dobu 50 dnů a poté jsme ze zjištěných dat vyhodnocovali vliv této látky 

na mortalitu, rychlost růstu, ontogenetický vývoj, chování a oxidační a antioxidační 

biomarkery. 

Chloridazon ve všech testovaných koncentracích způsobil signifikantní zvýšení (P < 0,05) 

aktivity glutathion S-transferázy a hladiny redukovaného glutathionu v celotělním 

homogenátu raků. U raků vystavených vyšším koncentracím chloridazonu (27 µg/l, 135 µg/l a 

270 µg/l) došlo ke zpomalení ontogenetického vývoje a rychlosti růstu. 

Získané výsledky práce poslouží k rozšíření informací o vlivech tohoto přípravku na vodní 

organismy. Na základě této práce lze říct, že rak mramorovaný je vhodný modelový 

organismus pro testy toxicity. 
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8. Abstrakt 

 

Vliv chloridazonu na raná vývojová stádia raka mramorovaného 

Chloridazon (C10H8CIN30) řadíme mezi herbicidy využívané v zemědělství především 

k likvidaci plevelů. Chloridazon patří do pyridazinonové třídy pesticidů. 

Cílem této bakalářské práce bylo zjistit, jaké účinky může mít přípravek chloridazon na 

raná vývojová stádia raka mramorovaného (Procambarus viriginalis). K vyhodnocení vlivu 

chloridazonu na raná vývojová stádia jsme využili embryolarválního testu toxicity, ve kterém 

jsme vystavili raky po dobu 50 dnů 4 koncentracím (2,7 µg/l, 27 µg/l, 135 µg/l, 270 µg/l) 

chloridazonu. 

Chloridazon ve všech testovaných koncentracích způsobil signifikantní zvýšení (P < 0,05) 

aktivity glutathion S-transferázy a hladiny redukovaného glutathionu v celotělním 

homogenátu raků. U raků vystavených vyšším koncentracím chloridazonu (27 µg/l, 135 µg/l, 

a 270 µg/l) došlo ke zpomalení ontogenetického vývoje a rychlosti růstu. 

Na základě těchto výsledků lze předpokládat, že chloridazon v reálných koncentracích 

vyskytující se v českých vodách může mít negativní vliv na raná vývojová stádia raků 

mramorovaných. 

 

Klíčová slova: embryolarvalní test toxicity, chloridazonu, ontogenetický vývoj, oxidativní stres, 

rak mramorovaný. 
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9. Abstract 

 

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

Chloridazon (C10H8CIN30) 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 µg/l, 27 µg/l, 135 µg/l, 270 µg/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 µg/l, 135 µg/l and 

270 µg/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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