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1. UVOD

Snaha ochranovat zeméd¢lské plodiny a zasoby potravin pied skiidci a chorobami je
Vv lidech zakofenéna odjakziva. K tomuto ucelu byly a jsou pouzivany rtzné latky
anorganického 1 organického plvodu, které jsou schopné choroby a sktidce svymi
vlastnostmi potla¢ovat a odpuzovat. Tyto latky nazyvame pesticidy. Pesticidy byly vzdy
spojovany predevSim se zemédélstvim, kde se také nejvice uplatnuji (Velisek a kol.,

2014a).

Rostouci produkce energetickych plodin, zejména kukufice a fepky, které nahradily
tradi¢ni plodiny jako je obili, v poslednich desetiletich vyrazn¢ zménila vzorce vyuzivani
pesticidi v Evropé€. Herbicid acetochlor s ro¢ni spotiebou pies 200 tun byl pouzivan
hlavn¢ na kukufiénych polich proti plevelim jako nahrada za atrazin pouZzivany v
minulosti. Je také nejcastéji nalézany herbicid ve vodnim prosttedi v Evropé a Americe
(Foley a kol., 2008; CHMU, 2018a). Acetochlor, spolu se svym isomerem alachlorem,
byl ale oznacen jako pravdépodobny lidsky karcinogen (Arregui a kol., 2010) a byl u nich
prokazan negativni vliv na ontogenezi u vodnich organismi. Na zakladé téchto
potvrzenych nezadoucich t¢inki byl acetochlor v CR v roce 2014 zakazan. Nahrazen byl
predevsim herbicidy chloridazonem, metazachlorem a s-metolachlorem (MZe, 2018).
Zbytkové mnozstvi téchto herbicidu a jejich metabolitl je nalézano v ptidé i povrchovych

vodach i dlouho po jejich aplikaci (Mantzos a kol., 2016).

Lze ptedpokladat, ze tyto herbicidy a jejich hlavni metabolity mohou predstavovat
potenciondlni riziko pro vodni organismy. Problémem je nedostatek udajii o Gcincich
dlouhodobé expozice s-metolachloru a jejich metabolitii na rana vyvojova stadia i dospélé
vodni organismy v ekologicky relevantnich koncentracich. Z tohoto diivodu se pfistupuje
k laboratornim pokustim zkoumani vlivu téchto herbicidii na vodni organismy. Zde se
nové zacaly jako pokusné organismy pouzivat raci jakoZto zéastupci koryst z fadu
Decapoda (Velisek a kol., 2018), ktefi ¢asto hraji ekologicky a ekonomicky vyznamné
role a splnuji kritéria pro bioindikatory, jak je popisuje Butler a kol. (1970) nebo Rainbow
(1995). Pouziti bezobratlych pro takové tcely, které mimo jiné spliiuje i tzv. koncepci 3R
(Replace, Reduce, Refine) (Russell a Burch, 1959), je krokem vpied pfi hodnoceni
ucinki herbicidii a jejich metabolitl na vodni organismy a také v bioindikaci vodniho

prostiedi znecisténého xenobiotiky, resp. pesticidy (Velisek a kol., 2014b, 2017, 2018).



Cilem bakalatské prace bylo posouzeni vlivu herbicidu s-metolachloru na rana
vyvojova stadia raka mramorovaného (Procambarus fallax f. virginalis). Ziskané
vysledky pfi testovani budou podkladem pro hodnoceni rizik s-metolachloru pro vodni

ekosystém.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Pesticidy

Uz v 1. tisicileti pt. n. 1. byla vyuZivana v Cing sira k ochrané plodin a odpuzovani
hmyzu v podob¢ plynné dezinfekce. Postupem ¢asu dochazelo k rozvoji, ktery spocival
V pouzivani slouc¢enin olova, rtuti a arsenu k ochrané plodin a skladovanych zasob. To
vse jiz kolem roku 1400. Nasledné je v 15. stoleti datovano pouziti prvnich insekticidd,

které byly ziskavany izolaci slou¢eniny nikotinu z tabakovych listt (Cremlyn, 1978).

K rozvoji vyroby pesticidli doslo soucasné s rozvojem moderni syntetické chemie ve
30. letech 20. stoleti, k masovému rozvoji doslo po druhé svétové valce. Prelomovy byl
rok 1939. Vtomto roce doktor Paul Miiller objevil insekticidni ucinky DDT
(dichlordifenyltrichlorethan). Tento objev byl tak vyznamny, Ze za n&j obdrzel Nobelovu
cenu. AZ do roku 1962 se stal DDT jednim z nejrozsifenéjSich a nejpouzivanéjSich
pesticidnich pfipravkd. V tomto roce ale poukazala Rachel Carson ve své knize Silent
Spring na negativni vliv DDT na ekosystém (Carson, 1962). V reakci na toto zjisténi
zacalo sledovani obsahu rezidui pesticidii v potravinach a zkoumani jejich vlivu na zivé

organismy. To v§e vyustilo az k zakazu pouzivani téchto latek (Velisek a kol., 2014a).

Nejvétsim problémem pii pouziti pesticidi je jejich schopnost kumulace v zivych i
nezivych slozkéach zivotniho prostedi. Tyto kumulované latky pak mohou zpiisobovat
zdravotni potize i u necilovych organizmi, véetné ¢lovéka (Abrantes a kol., 2010). Jak
dopliuje Ceyhun a kol. (2010), mimo to také dochazi ke kontaminaci vodniho prostiedi

témito latkami, kde mtize dochazet k dalSimu rozkladu i na ¢asto rizikovéjsi slouceniny.

Pesticidy se daji rozdélit do n€kolika skupin, kdy kazda skupina je zamétend na hubeni

urcitého druhu Skidce (Zapletal a kol., 2001):

e Akaricidy — ptipravky ur¢ené k hubeni roztocd,

e Algicidy — pfipravky urcené k hubeni fas,

e Arboricidy — pesticidy ur¢ené k hubeni stromu a kei,

e Avicidy — pfipravky ur¢ené k hubeni ptakd,

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

e Insekticidy — pfipravky urc¢ené k hubeni hmyzu (dezinsekce),
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e Moluskocidy — prosttedky ur¢ené k hubeni mekkysi,
e Piscicidy — ptipravky uréené k hubeni ryb,

e Rodenticidy — ptipravky uréené k hubeni hlodavciu (deratizace).

Dale je mozné rozdélit pesticidy podle zptuisobu aplikace (Zapletal a kol., 2001):

e Postiiky,

e Aerosoly,

e Fumiganty (pary nebo plyny),
e Poprase,

e Pevné a tekuté nastrahy,

e Moridla,

e Natéry a impregnace.

Mimo to také existuje déleni pesticidii podle plivodu, a to na latky pfirodni (napf.

pyretriny), syntetické (napft. pyretroidy) a biopreparaty (Zapletal a kol., 2001).

Kazdy druh pesticidu ma sviij specificky zpiisob piisobeni, uréeny piedevsim jeho
cilovym organismem. Insekticidni piipravky pusobi na pienos signalu mezi nervovymi
centry. Tyto neurotoxické ucinky vykazuji i jiné latky, ptikladem miize byt vS§em znamé
DDT. Kromé¢ toho se V této skupin€ uplatiiuji 1 jiné mechanismy. Zde mizeme uvést latky
nachdzejici se ve skupiné¢ benzoylmocovin (flufenoxuron, diflubenzuron, aj.), které
funguji jako inhibitory syntézy chitinu, ¢imZ znemoznuji u hmyzu vystavbu kutikuly
(Hajslova a Kocourek, 2004). Fungicidni pesticidy plsobi na inhibici enzymu
obsahujicich v molekule sulfyhydrové skupiny (napft. ethylenbisdithiokarbamaty, nebo
latky ze skupiny ftalimida — captan, folpet) nebo dochazi k naruseni syntézy DNA pomoci
velice Casto pouzivanych slou¢enin ze skupiny benzimidazolti (napf. thiabendazol)

(Hajslova a Kocourek, 2004).

Po aplikaci pesticidi dochazi v prostiedi k jejich rozkladu (degradaci). Tento proces
je zavisly na fadé fyzikalné-chemickych faktort a jejich G€inkt. Ze skupiny fyzikalnich
faktori je to teplota nebo slune¢ni zafeni (fotolyza) (Velisek a kol., 2014a). Fotolyza je
vyznamny proces vedouci k odbouravani pesticidd, jde o soubor reakci iniciovanych

sluneCnim zafenim. Ucinkem zafeni, resp. tepla, dochazi k termickému rozkladu
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karbamatovych pesticidil (tzv. pfima fotolyza) nebo mtiZe jit o d¢je iniciované plisobenim
volnych radikal (napt. hydroxylové, superoxidové), které vznikaji v prostiedi ucinkem
slunecniho zafeni, reakce se singletovym kyslikem apod. — tyto déje se oznacuji jako
nepiima fotolyza. Je nutno dodat, ze fotolyza mtze probihat nejen v abiotickych slozkach
zivotniho prostiedi (voda, atmosféra), ale mize k ni dochézet jiz po aplikaci pesticidu na
povrchu osetfenych rostlin (Hajslova a Kocourek, 2004). Z chemickych faktora jsou to
oxidaéné — redukéni reakce a hydrolyza. Hydrolyza je neméné dulezita chemicka reakce,
ktera se podili na eliminaci pesticidii z prostiedi. K této reakci dochazi predevSim ve
vodnim prostiedi, kde probiha velmi rychle, ale setkat se s ni mizeme i v pudé. Mezi
pesticidy, které snadno podléhaji hydrolyze, se fadi naptiklad organofosfaty nebo
pyrethroidy (Hajslova a Kocourek, 2004). Mimo to se také uplatiiuji vlivy biologické
(¢innost mikroorganismi). Pii degradaci pesticidii vznikaji metabolity, které mohou
ztracet pesticidni U€inky. Tyto metabolity vSak mohou byt v nékterych ptipadech

toxi¢téj$i nez samotné ucinné latky (Velisek a kol., 2014a).

U rostlin a zivoCichii Vv prabéhu detoxikacnich pochodi bézné¢ dochazi
k biotransformaci pesticidli. Tento proces zahrnuje dvé faze. Prvni faze detoxikace, tzv.
asymetricka faze (enzymaticka katalyza — oxidace, redukce, hydrolyza), zahrnuje zmény
enzymov¢ katalyzované hydrolazami a oxidazami, pfi kterych jsou molekuly pesticidi
pfeménény na polarnéjsi metabolit (X-OH). Takto vznikly metabolit mliZe byt vice nebo
méng toxicky nez piivodni sloucenina a slouzi jako substrat pro druhou fazi. Ta se nazyva
symetricka a probihaji zde konjugacni reakce za vzniku neaktivnich derivatu, které Ize

snadno z organismu vylou¢it (Velisek a kol., 2014a).

Jak uvadi ve své publikaci Svobodova a kol. (1987), pesticidy plisobily velké problémy
v CR predevsim v 60. az 80. letech 20. stoleti. V tomto obdobi tvofila otrava pesticidy 3-
6 % ze vsech sledovanych pfipadt otrav ryb. Ke zlepseni situace doslo v 90. letech 20.
stoleti, kdy vlivem sniZeni spotfeby pesticidl (Setrné zemédelstvi, ekonomické ditvody)
a pouzivanim ptipravki SetrnéjSich k zivotnimu prostfedi doslo k poklesu podilu otrav
pesticidy. V soucasné dob&é nejsou zaznamenavany zadné piipady thynt ryb
zpusobenych unikem pesticidi do vodniho prostiedi. Vyjimkou je piipad z roku 2014,
kdy doslo k uniku pesticidu NURELLE (G¢inné latka chlorpyrifos a cypermethrin) ze
zeméd¢€lského aredlu v Havli€kové Brodé do feky Doubravky a néaslednému thynu

nékolika tisic jedinci raka fi¢niho (Astacus astacus) a stievle potoc¢ni (Phoxinus
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phoxinus). Zde byly piekroceny maximalni pfipustné hodnoty témeéi 190krat. Na viné

byly porusené podminky bezpeéného uchovani pesticidu (CIZP, 2018).

Zdroje pesticidl ve vodnim prostiedi jsou dvojiho typu. Prvni moznosti je pfimy vstup.
Tato moznost zahrnuje nespravnou aplikaci pesticidu (zasazeni nadrze nebo toku pfi
leteckém oSetteni, nedodrzeni technologickych postupll) nebo likvidaci nepouzitych
zbytkl (proplachovani cisteren u vody, nespravna manipulace s obaly, ¢isténi aplikac¢nich
stroju). Patfi sem také odpadni vody z primyslovych zavodu na vyrobu pesticidd,
Z domacnosti aj. Druhou moznosti jsou nepiimé zdroje, kam patii predevsim splachy

pesticidu z pfilehlych oSetfenych zemédélskych kultur (Svobodova a kol., 2008).

Je dilezité uvédomit si, Ze pti kazdé aplikaci pesticidii dochazi ke vnikani téchto latek
do Zivotniho prostredi, kde ovlivituji zivot vSech organismii. Z tohoto diivodu by se mé¢lo
ptistupovat k aplikaci téchto latek az v nejzazsich ptipadech, kdy vSechny ostatni metody
k potlaceni skudcu selhaly. A pokud uz bylo potieba tyto latky pouzit, je dulezité dbat na
spravné postupy aplikace a Setrné pouziti, které podléhd mnoha pravnim predpisim

(Velisek a kol., 2014a).

2.1.1. Herbicidy

Herbicidy jsou syntetické chemikalie pouzivané v celosvétovém méfitku k potlaceni
nezadoucich rostlin (plevele) a zvyseni vynost. Piikladem muze byt jeden z nejbéznéji
pouzivanych herbicidd ve Spojenych statech, atrazin (1-chloro-3-ethylamino-5-
isopropylamino-2,4,6-triazin), ktery byl poprvé pouzit v 50. letech 20. stoleti pro zvyseni
produkce kukufice, ¢iroku a cukrové titiny (Belanger a kol., 2015). V Némecku a Italii je
atrazin od roku 1991 zakazan a v Evropské unii zacal platit zakaz pouzivani od roku 2003
kvtli obavam ze zvySenych koncentraci v pitné vod¢ a neptiznivym vysledkiim testi na
zvitecich modelech. Naproti tomu v USA je atrazin stale bézné¢ pouzivan pro potlaceni

nezadoucich rostlin, pfedevsim na sttedozapad¢ (Belanger a kol., 2015).

U herbicidl se setkdvame s riznymi mechanismy piisobeni na cilové Cinitele. Jeden
z téchto mechanismu je katalyza tvorby hydroperoxidi mastnych kyselin v bunéénych
membranach, v disledku toho dochéazi k naruseni procesu fotosyntézy. Takto plisobi
napt. desikanty patfici mezi kvartérni amoniové slouceniny — diquat, paraquat, které se

aplikuji za ucelem likvidace nadzemnich Casti rostlin a K usnadnéni sklizn¢ plodin. Dalsi
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moznosti je aplikace latek ze skupiny jiz vySe zminovanych triazind (atrazin, prometryn)
a fenylmocovin (diuron, metoxuron). Tyto latky blokuji transport elektrond pfi
fotosyntéze a inhibuji tzv. Hillovu reakci. Dalsi ucinky nékterych dalSich herbicidnich
piipravki spocivaji v zamezeni kliceni semen plevelnych rostlin (nitroaniliny) nebo
narus$ovani metabolismu nukleovych kyselin, jehoz vysledkem je zastaveni ristu cilovych
plevelt (fenoxyalkanové kyseliny — dichlorpop, derivaty benzoové kyseliny — dicamba)
(Hajslova a Kocourek, 2004). Mimo vySe vyjmenované se do skupiny herbicidu zafazuji
i defolia¢ni prostfedky, které slouzi k fizenému pieruseni vegetace. Zvlastni skupinou pak

jsou arboricidy, které¢ jsou urceny k niceni porostl ketii a stromt (Zapletal a kol., 2001).

Herbicidy Ize rozdélit podle nekolika kritérii:

1. Dle rozsahu a zabéru G¢inku na (Zapletal a kol., 2001):
e Totalni (neselektivni herbicidy), které ni¢i veskeré rostliny, se kterymi
se dostanou do kontaktu,

e Selektivni herbicidy, které jsou uc¢inné jen na nékteré druhy rostlin.

2. Dle obdobi aplikace (Zapletal a kol., 2001):
e Preemergentni aplikace — pfed vzejitim rostliny,

e Postemergentni aplikace — po vzejiti rostliny.

3. Dle zpusobu aplikace (Zapletal a kol., 2001):
e Aplikované na povrch rostliny, tzv. na list,

e Aplikované na ptdu.

4. Dle fyziologického puisobeni (Zapletal a kol., 2001):
o Kontaktni — plsobi dotykem, srazeji bilkoviny a pusobi jako
plazmatické jedy,

e Systémove.

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

e Organické.

Herbicidy registrované v Ceské republice jsou zafazené do jednotlivych skupin podle

chemické struktury (Zapletal a kol., 2001):

- Derivaty fenoxymastnych kyselin — selektivni herbicidy stfedné az malo toxické,
- Derivaty mocoviny — chemicky stabilni, malo toxické,

- Triazinové herbicidy — selektivni herbicidy,

- Karbamaty a thiokarbamaty — maji methemoglobiniza¢ni ucinek,

- Bipyridily — herbicidy s desifikaénim a defolia¢nim u¢inkem,

- Amidy, aniliny, nitrily — malo toxické pro uzitkova zvirata,

- Anorganické herbicidy a ostatni skupiny — naptiklad siran amonny.

Herbicidy mély v minulém stoleti jest¢ jiny vyznam, nez jako prostfedek k hubeni
nezadoucich rostlin v zemédelstvi. V letech 1962-1971 byly herbicidy pouzity
Spojenymi staty americkymi K vojenskym wGcelim béhem valky ve Vietnamu. Slo
predevsim o 2,4-dichlorfenoxyoctovou kyselinu (2,4-D) a 2,4,5-trichlorfenoxyoctovou
kyselinu (2,4,5-T). Vedlejsim produktem pii jejich vyrobé je dioxin. Tato pouzivana smés
byla oznacovdna pod jménem Agent Orange. Cilem pouZiti herbicidl ve vietnamskeé
valce byla defoliace lesnich porosti, které slouZily jako ukryty pro vojenskou techniku, a
také niceni zeméd¢€lskych kultur za u¢elem vyvolani nedostate¢ného zasobovani vojska a
mistnich obyvatel potravinami. Tato latka postihla ale i fadu necilovych organismi,
vcetné teplokrevnych Zivocichtl, pro které jsou relativné hodné toxické. Odhaduje se, Ze
bylo béhem valky na jizni Vietnam aplikovano celkem 150 kg dioxinu obsazeného
v herbicidech (Fusek a Mérka, 2003).

Jak uz bylo feceno, herbicidy maji negativni vliv na vSechny urovné Zivota. Pii
vniknuti herbicidu 2,4-D do vodniho prostfedi dochdzi k usmrceni drobnych vodnich
zivocichu virnika (Rotifera). Toto tvrzeni bylo experimentalné¢ potvrzeno na viiniku
Brachionus patulus (Sarma a kol., 2001). Pfitomnost atrazinu ovliviiuje u drapatky vodni
(Xenopus laevis) jejich pohlavi, kdy méni u samcd tvorbu testosteronu na tvorbu

estrogenu. Tim vznikaji hermafroditi, kteti nejsou schopni se dale rozmnozovat (Hayes a
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kol., 2002). O negativnim vlivu herbicidi na ¢lovéka jakozto necilovy organismus
nemuze byt pochyb. Jak uvadi Fusek a Mérka (2004), vliv herbicidii na télo ¢loveéka se
muze projevovat mnoha zplsoby. Mezi ty patii kancerogenni vlastnosti nékterych
herbicidl, imunosupresivni vlastnosti, vliv na nervovy systém, dermatologické vlastnosti
azmény v Souvislosti s cytogenetickou analyzou (zmény v nukleoproteinovém komplexu
lymfocytli a epiteliocytli, zvySeny vyskyt chromozomadlnich aberaci a polyploidnich

lymfocyti). Mimo to také ovliviiuji endokrinni systém a maji vliv na krvetvorbu.

2.1.2 S-metolachlor

S-metolachlor (C1sH22CINO2, obr. €. 1) je preemergentni herbicid pouzivany pro
potlaceni rastu jednoro¢nich trav a malosemennych Sirokolistych plevell ve vice nez 70
zem&délskych plodinach po celém svété (Zemolin a kol., 2014). Tato latka, a s tim
spojeny systematicky nazev, je tvofena ze smési (S)-2-chloro-N-(2-ethyl-6-
methylphenyl)-N-(2-methoxy-1-methylethyl)acetamid a (R)- 2-chloro-N-(2-ethyl-6-
methylphenyl)-N-(2-methoxy-1-methylethyl)acetamid, a to v poméru 80-100% k 20-0%.
S-metolachlor je herbicid na bazi chloracetanilidu inhibujici biosyntézu zejména
mastnych kyselin, lipidd, proteind, isoprenoidii a flavonoidd. Herbicidni G¢inek zahrnuje
mimo jiné také konjugaci acetyl koenzymu A v rostlinach (Bdger a kol., 2000).
Metabolity s-metolachloru jsou metolachlor OA (CisH2:NOs4) a metolachlor ESA
(C15H23NOsS) (CHMU, 2018b).

y
Cl—CH,—C

Obr. ¢ 1: Strukturni vzorec latky s-metolachlor (CHMU, 2018b).
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Metolachlor byl poprvé syntetizovan v roce 1972 ve mésté Basel ve Svycarsku,
konkrétné v laboratotich firmy Ciba-Geigy Limited, a nasledn¢ zaregistrovan pod ¢islem
U.S. patentu 3 937 730. Prvniho komercniho vyuziti se dockal v roce 1977 jako ptipravek
na ochranu kukufice. S-metolachlor byl poprvé zaregistrovan v USA 14. bfezna 1997.
Cislo patentu je 5 002 606. Zkusebni pokusy na s-metolachloru byly poprvé provedeny v
letech 1995 a 1996. Na zakladé vysledkt bylo dokazano, Ze ma biologické vlastnosti
ekvivalentni metolachloru, véetné kontroly plevele, selektivity a délky aktivity, ale
vykazuje 0 35 % vyS$i toxicitu pro cilové organismy. Proto se jevi jako vhodné&jsi

ptipravek (O’Connel a kol., 1998).

Vybrané vlastnosti a chovani této latky (CHMU, 2018b):

e  Molekulova hmotnost: 283,7968 g/mol,

¢ Rozpustnost ve vodé: 480 mg/l,

e Bioakumulac¢ni potencial: nizky,

e Biokoncentra¢ni faktor: nizky potencial (68,8),
e Polocas rozpadu v padé: min. 11, max. 30 dnd,
e Bod tani: -61,1 °C,

e Bod varu: 334 °C.

Toxicita s-metolachloru pro nékteré organismy (CHMU, 2018b):

e LD50 potkan (Ratus ratus) — 2336 mg/l,

e 96hLC50 pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) — 1,23 mg/l,
e  48hLC50 hrotnatka velka (Daphnia magna) — 11,2 mg/I,

e 48hECS50 hrotnatka velka (Daphnia magna) — 26,5 mg/l,

e LC50 zizala obecna (Lumbricus terrestris) — 570 mg/kg.

Latka s-metolachlor je obsazena v ptipravcich Dual Gold 960 EC (obsah latky 960
g/kg), dale Gardoprim Plus Gold 500 SC (312,5 g/kg) a v pfipravku Lumax (375 g/kg).
Tyto herbicidy se pouzivaji predevsim pro ochranu kulturnich plodin, jako jsou brambory

pozdni i rané, hrach, kukufice, fepa cukrovka a slune¢nice. V pievazné vétsiné dochazi
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k aplikaci na jafe nebo béhem vegetaéni sezény. Aplikované mnozstvi této latky v CR
za rok 2016 dosahlo urovné 51 607,4 kg. Z této sumy bylo téméf 96 % pouzito na oSetieni
kukufice. Pro porovnani muzeme uvést dostupné udaje i z let dfivéjsich. V roce 2011 bylo
hodnota je z roku 2001, kdy mnozstvi aplikované latky na nasem tizemi ¢inilo 16 610,1
kg (CHMU, 2018b).

Ceskym hydrometeorologickym tstavem je kaZdoroéné monitorovan vyskyt latky

s-metolachlor v povrchovych vodach na tizemi CR (obr. ¢. 2).

Rok 2015 Rok 2016
s :

L3 S - e o«

: 2es 000 A X

\ ) . 5 ° - .
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\ 4 \_.}: 2 e .: ‘o ."-:. .0.0. #
K l o o ‘\}‘- - "

¢ koncentrace pod mezi stnovitelnosti
koncentrace nad mezi stanovitelnosti
® koncentrace nad 0,1 pg/l

Obr. ¢&. 2: Vyskyt latky s-metolachloru v povrchovych voddach CR v roce 2015 a 2016
(CHMU, 2018b).

Nebezpecnost herbicidu s-metolachloru je vyjadiena takzvanymi H vétami (Pubchem,
2018). V tomto ptipadé se jedna konkrétné o véty H317 (Muze vyvolat alergickou kozni
reakci), H400 (Vysoce toxicky pro vodni organismy) a H410 (Vysoce toxicky pro vodni

organismy s dlouhodobymi G¢inky).

U s-metolachloru byl prokazdn negativni vliv na nékteré vodni organizmy.
S-metolachlor jiz v koncentraci 4 mg/l zptisobil vyznamny pokles plodnosti u perloocky
Daphnia longispina, pfitom ale nebyly zjistény Zadné souvisejici zmény ve slozeni
mastnych kyselin u matek perloocek (Neves a kol., 2015). Dale tato latka, spolu s
produkty vznikajicimi pfi jeji degradaci, mize negativné ovlivnit vyvoj larev Crassostrea
gigas (Mai a kol., 2014). Vliv tohoto herbicidu na fasu Botryococcus braunii zkoumal ve

své praci Deng a kol. (2012). V ramci testu doslo k oSetieni fas herbicidem s-metolachlor
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v koncentracich 0,1; 1 a 5 mg/l. Zde bylo v laboratornich pokusech potvrzeno, zZe tato
latka, jakozto inhibitor mitozy, snizuje pfi své pfitomnosti ve vod¢ rust téchto fas a také
snizuje jejich obsah uhlovodiku (na 16,4; 14 a 5,5 % suSiny biomasy V zavislosti na
testované koncentraci). Dobsikova a kol. (2011), zjistili, Ze s-metolachlor ovliviiuje
biochemické a hematologické parametry a tim dochazi ke zméné fungovani jaternich
bunék kapra obecného (Cyprinus carpio). Béhem testu byly ryby vystaveny mnozstvi
13,0 mg/l herbicidniho pifipravku Gardoprim Plus Gold 500 SC (uc¢inné latky: 187,5 g
terbutylazinu a 312,5 g s-metolacholu). Nasledn¢ byly u exponovanych kapri pozorovany
zjevné klinické pfiznaky ve zménach chovani, respiracnich nebo neurologickych
poruchach. VIiv tohoto herbicidu na raky rodu Orconectes (O. rusticus) provadél Wolf a
Moore (2002). Tito védci pii svém pokusu zjistili, Ze subletalni expozice této latky
zménila smyslové vnimani sledovanych jedincti, konkrétné schopnost najit potravu a
reagovat na alarmujici signaly. Tyto vysledky doplnil Cook a Moore (2008). Ve svém
pokusu prokazali, ze vysoké koncentrace latky metolachlor ve vodnim prostiedi (80 ug/1)
ovliviiuji schopnost raki Orconectes rusticus reagovat na spoleCenské signaly a tim

mohou ovliviiovat jejich ur¢ité agonistické chovani.

2.2. Raci

Sladkovodni raci patii mezi korySe fadu Decapoda a infrafadu Astacida (nékdy téz
nazyvany Astacoidea). Tento infrafdad je nasledné rozdé€lovan do 4 nadceledi —
Enoplometopoidea, Nephropoidea, Astacoidea a Parastacoidea. Do prvnich dvou skupin
jsou zatazovani mot$ti humii, sladkovodni raci nalezi do skupin zbyvajicich (Astacoidea
a Parastacoidea). Podle novodobych genetickych metod byl ale nezvratné potvrzen
monofyleticky ptivod sladkovodnich rakt. Sladkovodni raci tedy nemusi nalezet do dvou
nadceledi, ale piedstavovat jedinou spole¢nou, kterd by se nasledné skladala ze tii ¢eledi.
Dvé celed¢ pivodem na severni polokouli — Astacidae (zahrnujici pfevazné raky
evropské) a Cambaridae (pfevazné severoamerické druhy). A tieti Celed’ s nazvem
Parastacidae, zahrnujici raky Zijici na jizni polokouli. Problémem v tomto ¢lenéni jsou
dva zemé&pisné izolované druhy, Cambaroides z Dalného vychodu Asie a Pacifastacus ze

severozapadu Severni Ameriky. U téchto druhi neni zatim zcela vyjasnén jejich

fylogenetickych vztah k ostatnim rakim severni polokoule. Nejasnosti jsou také
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V biogeografii, protoze jsou oddéleny od center diverzity svych celedi. V soucasné dobé

je popsano pies 600 druht raki, toto Cislo ale stale neni kone¢né (Kozak a kol., 2013).

2.2.1. Obecna morfologie a anatomie raku

Celé¢ télo raka je kryto na svém povrchu pevnym krunyfem vylu¢ovanym pokozkou.
Néekdy je téZ nazyvany exoskelet. Tento exoskelet neni kompaktni, ale je tvoren
jednotlivymi ¢lanky navzajem propojenymi tenkou membranou. Toto uspotradéani
umoznuje u raka velkou moznost pohybu. V krunyii se nachdzi mnoho druhi pigment,
jejichz kombinace vytvari rdzné barevné varianty typické pro jednotlivé druhy raki.

Krunyi neroste soucasné s télem, ale dochazi k jeho svlékani (Kozak a kol., 2013).

Pro raky, jakozto zastupce fadu desetinozct (Decapoda), je typicka pritomnost deseti
napadnych kra¢ivych koncetin. Na prvnim paru se nachézi velka klepeta. Celkovy pocet
koncetin je ale mnohem vyssi, protoze se zde zapocitavaji i1 tykadla, ustni a zadeCkové
koncetiny. Proto je vysledny pocet 19 part. Té¢lo raka je clenéno na hlavohrud’
(cephalothorax) a zadeéek (abdomen, pleon). Vrchni ¢ast hlavohrudi se nazyva karapax,
jeho vyznamna role je mimo jiné pii spravné determinaci. Mezi vyznamné determina¢ni
znaky nachazejici se na karapaxu patii postorbitalni liSty, tzv. rostrum (Celni trn), nebo
povrch a hrubost svrchni ¢asti hlavohrudi. Spodni ¢ast hlavohrudi slouZi u samic nasich
raktll jako misto, kam samci ukladaji na podzim spermatofory. U ne€kterych druht raki se
zde nachazi tzv. annulus ventralis (semenna schranka), kam samice ukryvaji

spermatofory. Na konci abdomenu se nachazi tzv. telson (Kozak a kol., 2013).

Raci dychaji pomoci Zaber. Tento organ je uloZen po bocich hlavohrudi v zabernich
komoréch (Zarenkov, 1982). Pocet Zaber je druhové variabilni. Naptiklad u raka fi¢niho
muzeme pozorovat v jedné Zaberni komoie celkem 18 plné funkénich Zaber, plus 4
rudimentalni. U raki z ¢eledi Cambaridae obvykle pozorujeme 17 funkénich zaber, u

rakil z jizni polokoule se nachdzi 12 az 21 zaber Vv jedné Zaberni dutiné (Vogt, 2002).

Raci jsou gonochoristé. Sam¢i i samic¢i pohlavni organy se nachdzi dorzalné
v hlavohrudi mezi spodinou srdecni dutiny a zaludkem. Vzhled a velikost varlat i
vajecniki se odviji od véku jedince a jeho reprodukéni kondice. BEhem pareni dochazi

k znatelnému zvétSeni gonad (Kozak a kol., 2013).
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2.2.2. Rak mramorovany

Rak mramorovany, latinsky Procambarus fallax f. virginalis, patii mezi sladkovodni
raky. Je zafazovan do fadu Decapoda, infrafadu Astacida, nad¢eledi Astacoidea, ¢eledi

Cambaridae, podceledi Cambarinae, rodu Procambarus (De Grave a kol., 2009).

Puvodem rak mramorovany pochazi z americkych stati Florida a Georgia (Taylor
a kol., 2007; Dorn a Volin, 2009), partenogeneticky se rozmnozujici forma tohoto raka
byla ale poprvé popsana az v Evrop€. Prvni kompletné;jsi zminka 0 druhu pochazi z roku
2003, kdy Scholtz a kol. (2003) prohlasili, ze doslo v akvariu v Némecku
k partenogenetické reprodukci u jednoho z druhti chovanych raki. Tento rak dostal jméno
,Marmorkrebs* (marbled crayfish) podle svého mramorovaného zbarveni. Na zaklad¢
molekularnich ~ dukazi,  morfologickych  charakteristik ~a  charakteristik
postembryonalniho vyvoje bylo jasné, Ze tento rak patii do velké skupiny
severoamerickych raki Cambaridae. Nicméné zatim nebyla mozna piesna determinace
tohoto raka vramci této konkrétni skupiny. Protoze diky partenogenetickému
rozmnozovani byly pozorovany pouze samice, nebylo mozné pouzit existujici klice této
skupiny, které byly zalozeny na znacich muzskych gonopoda (Hobbs, 1989). Vzhledem
k velmi podobnému vzhledu a zbarveni zaCaly probihat molekularni studie o
fylogenetickych vztazich mezi nové popsanym rakem a znamym druhem Procambarus
fallax. Tato analyza, zalozena na mitochondrialnich datech, skuteéné urcila raka
Procambarus fallax jako nejbliz§iho ptibuzného. Piesto né€kolik autorti povazuje raka
,~Marmorkrebs® ptibuzného spiSe raku Procambarus alleni. Mezitim se rak mramorovany
Sitil a déle Sifi po celéem svéteé, predevSim prostfednictvim nefizeného akvarijniho
obchodu. Exemplafe byly nalezeny ve volné piirod€ jiz v mnoha zemich, jako je
Némecko, Nizozemsko, Italie, Japonsko nebo Madagaskar (Martin a kol., 2010).
Rozsiteni téchto zvifat je diky internetovému obchodu v dneSni dobé velmi snadné,
nasledné vypusténi do volné piirody ale mtlize ohrozit existenci pivodnich druhi raki
v dané lokalité, mimo jiné také diky tomu, Ze je rak mramorovany potencionalnim

prenaSecem raciho moru (Kozék a kol., 2013).

Svou velikosti je rak mramorovany fazen mezi mensi druhy. Jeho maximalni velikost
muze dosahovat 13 cm, vétSinou ale nebyva vétsi nez 10 cm. Rak mramorovany je
kratkoveky druh (obr. ¢. 3). Jeho ve€k zpravidla neptesahuje v laboratornich podminkach

cey

2 roky. Jen vyjimecéné se doziva vice nez tii let. Nejdéle Zijici exemplat dosahl véku 4,5
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let. Nejcastéjsi pfi¢inou tthynu jsou problémy spojené se svlékanim, které je u tohoto

druhu raka pomérné ¢asté (Pockl a kol., 2006; Vogt, 2010).

Povrch téla je typicky mramorovany na hnédavém nebo zeleném podkladu. Nejlépe
toto zbarveni mizeme pozorovat na bocich hlavohrudi. Ta ma hladky povrch a nachazi
se zde nékolik trnil za tylni brazdou a jeden par postorbitalnich list. Rostrum je vyrazné
s hladkymi okraji sbihajicimi se do malého trojihelnikovit¢ho vrcholku. Na rostru se
nenachazi stfedni ryha jako u jinych druhd. Rak mramorovany disponuje malymi klepety
bez patrného mramorovani, ktera jsou na povrchu jemn¢ zrnité a jen vyjimecné presahuji
50 % délky hlavohrudi. Na zapésti obou klepet se nachazi vyvinuty trn (Holdich a kol.,
2006).

1. vyvoj. stadium 2. vyvoj. stadium

3. vyvoj. stadium
Vajicko

Dospély jedinec Dospivajici jedinec

Obr. ¢. 3: Zivotni cyklus raka mramorovaného (Procambarus fallax f. virginalis)

(upraveno podle Vogt, 2008).
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Jak uz bylo feceno vySe, tento rak se rozmnozuje pomoci tzv. apomiktické
partenogeneze. Tento pojem znamend, ze potomstvo vznikd nepohlavnim
rozmnozovanim sami¢ky a vSichni jedinci jsou opét pouze samic¢iho pohlavi s identickou
genetickou vybavou (Martin a kol., 2007). Tito geneticky identi¢ti jedinci jsou proto
vhodné subjekty pro testovaci ucely. Dospélosti samice dosahuji pomérné v brzkém véku,
jiz pti dosazeni staii 25 az 35 tydnd (coz odpovida velikosti téla ptiblizné 40 mm) jsou
schopné reprodukce. Toto reprodukcéni obdobi miize nésledné probihat, pokud jsou
dodrzené spravné chovatelské postupy, kazdych 8 az 9 tydnti v pribehu celého roku.
Plodnost kazdé samice se v laboratornich podminkéch zpravidla pohybuje mezi 50 az 150
vajicky o velikosti 1,7-1,9 mm. Doba inkubace se pohybuje mezi dvéma a tfemi tydny
(Seitz a kol., 2005; Holdich a kol., 2006; Gutekunst a kol., 2018).

2.3. Testy toxicity

Testy toxicity slouzi k posouzeni ekotoxicity riznych chemickych latek, chemickych
pripravkl, pesticidd a odpadd pronikajicich do vodniho prostiedi. Dilezité je pfi
provadéni téchto testd dodrzovat predepsané postupy, aby bylo mozné porovnavat
vysledky mezi jednotlivymi laboratofemi. Tyto metodiky jsou standardizovany na
mezinarodni urovni podle mezinarodnich organizaci ISO (z angl. International
Organization for Standardization) a OECD (z angl. Organization for Economic
Cooperation and Development). CR je ¢lenem této organizace od rok 1995 (Svobodova
a kol., 2010a).

Principem biologickych testl toxicity (biotestl) je sledovani G¢inku latek na zivé
organismy za pfedem definovanych podminek. Mezi sledované latky mohou patfit jak
latky vytvotené €lovekem, tak i latky pfirodniho ptivodu. Vyhodnoceni se provadi na
zaklad¢€ negativniho (ale i pozitivniho) vlivu testované latky na Zivy organismus (Koci a

Mocova, 2009).

Testy toxicity miiZzeme rozdé€lovat podle rliznych kritérii. Podle doby expozice se déli
na akutni (expozice v fadu hodin), subchronické a chronické (expozice az v fadu mésictt).
Dalsi d¢€leni je podle druhu testované¢ho organismu, koncentrace toxické latky aj.

(Knejzlik a Ruml, 1999).
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Toxicita dané testované latky miiZze byt ovlivnéna mnoha faktory. Mezi hlavni faktory
patii koncentrace dané slouCeniny a doba jejiho plsobeni. Dale mlze byt testovani
ovlivnéno faktory, které¢ ovliviiuji fyziologicky stav testovaného organismu (teplota,
osvétleni, pfisun zivin aj.) (Knejzlik a Ruml, 1999). Jak uvadi Svobodova a kol. (2010b),
vyznamnym aspektem rozhodujicim o toxicité dané latky jsou abiotické i biotické faktory
prostiedi. Jakozto zastupce fyzikalnich parametrt je zde uvadéna teplota prostiedi, kdy
vyssi teploty obecné urychluji chemické reakce. Tato vlastnost mtze byt pozitivniho 1
negativniho charakteru. Mezi dal$i faktory, které je nutné béhem testovani sledovat,
zminuje mnozstvi kysliku nebo intenzitu osvétleni. To ma, kromé¢ jiz zminéného vlivu na

aktivitu organismu, také vliv na rozklad toxické latky.

Pii provadeéni testl toxicity provadime dva druhy experimentli. Prvni moZnost je
testovani pfimo na pokusnych zvitatech tzv. in vivo testy, druhou moznosti jsou tzv. in
vitro testy. Tento pojem znamena, ze vyuzivame pouze tkanové kultury zivocisnych,
popi. i lidskych bungk v fizenych laboratornich podminkach. Vyznam a oblibenost in
vitro testt v posledni dob¢ stale roste s mnozstvim novych sloucenin a nutnosti jejich
sledovani. Jejich nespornou vyhodou je rychlé vyhodnoceni pisobeni dané latky, nizsi
finan¢ni naklady v porovnani s testy na pokusnych zvifatech a moznost pouziti i lidskych
bun¢k. Nesporny argument hovofici ku prospéchu in vitro testd je i etické hledisko

(Knejzlik a Ruml, 1999).

Pro vyhodnocenti testu se pouzivaji hodnoty, které ziskame vypoctem nebo ur¢ime na
zaklad€ pozorovani v testu. Tyto parametry jsou pfesné stanovené, aby je bylo mozné
vzajemné porovndvat a hodnotit. Jako nejcastéjsi vypocitané hodnoty se uvadi tzv.
efektivni koncentrace (z angl. Effective Concentration - EC), letalni koncentrace (z angl.
Lethal Concentration - LC) a inhibi¢ni koncentrace (z angl. Inhibitive Concentration -
IC), konkrétné pak zpravidla ve form& EC50, LC50 nebo IC50. Hodnota LC50 znamena
umrti 50 % testovanych organismi, hodnota EC50 znamend reakci na latku u 50 %
testovanych organismt v souboru a hodnota IC50 zpuasobuje inhibici ristu u 50 %
organismu ze souboru za jednotku ¢asu (McNaught a Wilkinson, 1997). U dlouhodobych
testll toxicity se dale mizeme setkat mimo jiné s tzv. hodnotami NOEC (z angl. No
Observed Effect Concentration) oznacujici maximalni hodnoty testované latky
nezpusobujici zadné vyznamné zmény a LOEC (z angl. Lowest Observed Level
Concentration) oznacujici nejnizsi koncentraci testované latky zpusobujici zménu, ve

srovnani s kontrolou (Velisek a kol., 2014a).
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2.3.1. Vyuziti raki v testech toxicity

Raci, stejné¢ jako i ryby a ostatni vodni organismy, se fadi mezi poikilotermni
zivoCichy. To znamena, Ze télesna teplota téchto zivocichil a vSechny ostatni fyziologické
pochody zavisi na teploté okolniho prostiedi. Pokud porovndme tyto vodni zivocichy se
savci, muzeme pozorovat fadu dalSich odliSnosti. Kupiikladu na rozdil od savcii se
vyskytuji u rakd nékteré dalSi specifické cesty vstupu xenobiotik do organismu
(branchialni, tj. pfes zabry, transdermalni, tj. pfes kiizi a peroralni, tj. travicim traktem).
Dale mizeme pozorovat odli$nosti v tzv. toxikokinetice (osudu latky v organismu) a

toxikodynamice (mechanismu pusobeni latky v organismu; Velisek a kol., 2014a).

S pouzitim rakt a jinych zivych organismt v laboratornich pokusech se tzce poji tzv.
koncept 3R (Replacement, Reduction a Refinement). Autorem jsou William Russel a
Rex Burch, ktefi ho publikovali vroce 1959 v knize The Principles of Humane
Experimental Technique. Hlavni mySlenka tohoto konceptu je nahrazovani pokusnych
zvitat niz§imi organismy nebo Uplné nahrazeni pokusnych zvifat alternativnimi
metodami, dale je pozadovano snizovani poctu pokusnych zvitat a v neposledni fadé¢ je
snaha autorl o co nejvetsi zmirnéni utrpeni a bolesti pokusnych zvitat béhem experimentu

(Russel a Burch, 1959; Flecknell, 2002).

Jak uvadi Vogt (2008), v laboratornich pokusech sdili rak mramorovany nékteré
charakteristiky s jinymi pokusnymi zvifaty, ale ma i n¢kolik zvlastnich vlastnosti, diky
kterym se ukazuje jako vyhodny testovaci model. Stejn€ jako u ostatnich modeli se 1 rak
mramorovany vyznacuje snadnym chovem, pomérné malou velikosti, vysokou plodnosti,
relativné kratkou genera¢ni dobou, moznosti rozmnozovani po cely rok aj. Maximalni
primé&rna doba Zivota u raka mramorovaného Vv laboratornich podminkéch je kuptikladu
delsi nez u hlistic a ovocnych musek, srovnatelna s daniem pruhovanym (Danio rerio),
ale kratsi nez u drapatky vodni (Xenopus laevis). Vajicka s primérem 1,7-1,9 mm, které
se vyvijeji mimo telo, jsou u raka mramorovaného vétsi nez u dania i drapatky. Zvlastnimi
rysy raka mramorovaného jsou pfimy a kratkodoby vyvoj, stereotypni bunécné linie
béhem raného vyvoje, cetné a snadno identifikovatelné morfologické rysy, Siroky
potomkt. Dalsi vyhodou je snizena agresivita ve spoleénych kulturach diky slozeni pouze
ze samiciho pohlavi, které neni tak agresivni jako samci. Tyto vlastnosti a moznost

kultivovat embrya a prvni post-embryondlni Zivotni stddia ve velmi jednoduchém
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prostiedi (mikrodesti¢ky) umoziiuji vysoce standardizované laboratorni experimenty a

ptfesné Casové a etapové vzorkovani.

Oblibenost raka mramorovaného v laboratornich pokusech stale stoupa a diikazem je
mnozstvi pokust, kde byl pravé rak mramorovany pouzit jako testovaci organismus.
Naptiklad Vogt (2007) testoval sensitivitu embryi raka mramorovaného na chemikalie
S pritomnosti testosteronu. VIiv prometrynu na rana vyvojova stadia raka
mramorované¢ho zkoumal ve své praci VeliSek a kol., (2014b). Pasobeni latky
terbuthylazine-2-hydroxy na rana vyvojova stadia raka mramorovaného zjistoval
Koutnik a kol. (2017). Ve vSech vyjmenovanych pokusech bylo dosazeno zajimavych

vysledku, stejné tak jako v mnoho dalsich, které zde nejsou vyjmenované.

2.4. Oxidativni stres

Jak uvadi Halliwell (2007), termin oxidativni stres (angl. oxidative stress) mizeme
definovat jako vaznou nerovnovahu mezi produkci volnych radikalti a antioxidantt (obr.
¢. 4). Tuto definici potvrzuje i Sies (1997). Jak tika, oxidac¢ni stres je naruSeni rovnovahy
mezi prooxidanty (volnymi radikaly) a antioxidanty ve prospéch prvniho, coZ miize vést
K potencionalnim $kodam ¢i poskozenim. Tyto Skody se nejcastéji nazyvaji oxidaéni

poskozeni (angl. oxidative damage).
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Oxidativni stres Pokles ROS

Antioxidanty:
ROS:

GSH reduktaza, GSH peroxidaza,
Superoxiddismutaza,

¢

H20: 02* Glutathionperoxidaza,
*ONOO *NO Katalaza, Vitaminy B,C.E
*OH Laktat a pvruvat

Obr. ¢ 4: Rovnovdaha mezi volnymi radikdly a antioxidanty

(upraveno podle Amira a Adly, 2010)

Volnymi radikaly jsou oznaCovany vysoce reaktivni ¢astice s jednim nebo vice
neparovymi elektrony, které zptisobuji zvySeni oxidativniho charakteru a posiluji redoxni
reakce uvnitt organismu. Snizuji také hladinu antioxidantd. Vznik radikali mize byt
disledek fyzikalnich faktorti, chemickou cestou, pfi patologickych stavech aj. Mezi
radikaly fadime proteiny, dusitany, chlor, kyslikové radikaly, kyslik, ozon, peroxidy a
dalsi. Patii sem i t€Zké kovy a nékteré herbicidy a pesticidy (Halliwell a Guteridge, 2000).
Zakladni volné radikaly kysliku jsou ¢asto oznacovany jako tzv. ROS (z angl. Reactive
Oxygen Species), coz jsou v podstaté meziprodukty redukce kysliku na vodu. Znamy
kyslikovy radikal je superoxid Oz, ktery spontdnné nebo pusobenim antioxida¢niho
enzymu superoxid dismutazy (SOD) ptechazi na peroxid vodiku (H20>). Ten je sice sam
0 sob¢ stabilni, ale pokud zreaguje s redukovanymi redoxné aktivnimi pfechodnymi kovy
(typicky zZelezo a méd’), vznika nesmirné reaktivni hydroxylovy radikal (-OH), ktery se
povazuje za vlastniho pivodce startujiciho oxidacni poSkozeni biomolekul organismu
(Platenik, 20009).
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Jako obrana pied volnymi radikély slouzi antioxidanty. Tento termin pochazi ze 40.
let, kdy byl pomérné tzce definovan jako latka schopna zastavit fetézové radikalové
reakce typu peroxidace lipida (Platenik, 2009). Dle Halliwella a Gutteridge (2000) je ale
antioxida¢ni ochrana téla mnohem komplexnéj$i pojem, kterd zahrnuje mnoho bodu.
dismutéza, ktera katalyzuje pfeménu superoxidu na peroxid vodiku. Nasledn¢ je peroxid
odstranovan pomoci dalSich mechanismt (kataldza, glutathion peroxidaza). Zajimavy
bod je adaptace bunék na oxidacni stres pomoci stresovych reakci (ischemie a teplotni
Sok). Do antioxidacni ochrany patii také antioxidacni substraty (thioly, kyselina mocova,
bilirubin, vitamin C a E, karotenoidy, flavonoidy) a v $ir§im slova smyslu i systémy, které

se podileji na reparaci oxida¢niho poskozeni DNA, proteini a lipidd.

Halliwell a Gutteridge (2000) ale dopliuji, ze zvySené urovné oxida¢niho poskozeni
nemuseji byt vyhradné dusledkem oxidativniho stresu. Za témito poruchami muze stat i
selhani latkové vymény nebo systému oprav v organismu. Proto zvySeni hladin
,biomarkeri* oxidativniho poskozeni nemusi nutn¢ znamenat vyssi hladinu oxidativniho

stresu.

Oxidativni stres miZe zplUsobovat mnoho nepiijemnych udalosti uvnitt Zivého
organismu. Napiiklad mtize ptimo poskozovat Na+/K+-ATPazu a modulovat ptisobeni
kanali K+ chemickou reakci s aminokyselinovymi zbytky. Jeden z nejpozoruhodnéjsich
Gginkdi oxidativniho stresu je na bunééném metabolismu Ca?*, kde jsou pozorovany
tendence ke zvyseni hladiny intracelularniho ,,volného* Ca?. Nésledkem toho je zvyseni
bunécné proteolyzy aktivaci kalpainem. Zde je ale sporné, zda vysledna proteolyza je

opravdu piimé oxidacni poSkozeni (McConkey a Orrenius, 1997; Halliwell, 2007).

»Oxidaéni poskozeni“ je termin casto pouzivany k oznaceni nahodného a
nerozliSujictho poSkozeni Siroké Skaly biomolekul, avSak cilové poSkozeni je az
prekvapive specifické. Pokud vezmeme jako piiklad ¢loveka, tak u Parkinsonovy choroby
se zd4, Ze zvySené oxidativni poskozeni DNA ovliviluje pouze guanin. V bunikach
vystavenych oxidativnimu stresu proteomické techniky odhaluji, Ze je Casto poSkozen jen
maly pocet proteinil, ackoli mechanismy této selektivity zistdvaji ve vétSiné piipadi

neobjasnény (Alam a kol., 1997).
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3. MATERIAL A METODIKA

VIliv herbicidu s-metolachloru na rana vyvojova stadia raka mramorované¢ho byl
zkouman za pomoci embryolarvalniho testu toxicity. Tento experiment probihal
v akvarijni mistnosti Laboratoie vodni toxikologie a ichtyopatologie, ktera se nachazi
Vv budové Vyzkumného ustavu rybatského a hydrobiologického ve Vodinanech. Tento
Gstav je souasti Fakulty rybaistvi a ochrany vod Jihoéeské univerzity v Ceskych

Budgjovicich.

3.1. Embryolarvalni test toxicity

Testy toxicity na vodnich organismech patifi v soucasné dob¢é mezi nejrozsifenéjsi
metody hodnotici negativni vliv latek na zivotni prostedi. Jsou také Castym nastrojem
pro zjisStovani potencionalnich rizik nové vyvinutych chemickych latek a ptfipravki, pii
uréovani ptivodct havarijniho znecisténi povrchovych a podzemnich vod nebo hodnoceni

odpadnich vod (Velisek a kol., 2014a,b).

Vseobecnym principem vSech téchto testl je vystaveni testovacich organizmt riznym
koncentracim testované latky po urcitou dobu. Soucasné se organizmy umisti do fedici
vody bez testované latky (kontrolni skupina) a je sledovan vliv testované latky v priabéhu

testu a po ukonceni testu (Svobodova a kol., 2010b).

3.1.1. Princip a podminky testu

Postup pfi provadéni emryolarvalnich testi na racich je takika totozny
S embryolarvalnimi testy na rybach. Zéakladnim principem u tohoto typu pokusu je
vystaveni ranych vyvojovych stadii testovanych jedinci koncentracni fad¢ testované
latky. Ve vétSin€ piipadil je uspotfadani testu v pratocném systému, v nékterych ptipadech
se ale pfistupuje k systému semistatickému. Délka testu je odliSnd v zavislosti na
jednotlivych faktorech, jako je druh raka, teplota vody aj. V prabéhu testu jsou sledovany
subletalni a letdlni ucinky testované latky v jednotlivych koncentracich v porovnani
s kontrolni skupinou. Béhem testu jsou testovani jedinci krmeni ad libitum (dle libosti)

Cerstve vylihnutymi naupliemi zabronozky solné (Artemia salina). Mimo letalnich G¢inkt
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je sledovén rast jedinct a vyskyt malformaci. Také je dilezité udrzovat v potiebnych
hodnotadch chemické parametry vody (napft. teplota vody, nasyceni vody kyslikem,

hodnota pH) a odpovidajici koncentraci testované latky.

3.1.2. Experimentalni material

V tomto testu byli pouziti juvenilni jedinci raka mramorovaného (Procambarus fallax
f. virginalis), ktefi byli ziskani od jediné samice (obr. ¢. 5) tohoto druhu (délka karapaxu
31,2 mm, délka postorbitalu 26,3 mm) o hmotnosti 8,2 g. Tato samice byla ziskana z
odchovny Vyzkumného ustavu rybafstvi a hydrobiologie ve Vodnanech, Fakulty
rybafstvi a ochrany vod Jiho¢eské univerzity v Ceskych Budgjovicich. Cerstvé narozeni
jedinci byli az do III. vyvojového stadia inkubovani spolu s matkou (pfechod na exogenni
vyzivu). Primérnd hmotnost rakii mramorovanych pred zac¢atkem testu byla 5,41 + 0,48

mg.

Obr. ¢. 5: Samice raka mramorovaného (Procambarus fallax f. virginalis) pouZita pro test
z odchovny VURH ve Vodiianech.
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V testu byl pouzit s-metolachlor ziskany od firmy Sigma-Aldrich Corporation (USA)
0 Cistoté 98,2 %. Pro zajisténi shody mezi nominalnimi a skute¢nymi koncentracemi
s-metolachloru ve vod¢ byla provedena analyza pomoci kapalinové chromatografie s
tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) podle metodiky de Oliveira Arias a
kol. (2017). Namétené hodnoty se od jmenovité koncentrace nelisily o vice nez + 11,2 %.
Stanoveni koncentrace s-metolachloru nebylo soucasti bakalaiské prace a toto stanoveni

bylo provedeno formou sluzby.

3.2. Prubéh testu

Délka embryolarvalniho testu byla 45 dni. Celkové bylo pro test pouZzito 160
juvenilnich jedincti raka mramorovaného ve IIl. fazi embryolarvéalniho vyvoje. Tento
pocet byl nésledné rozdélen do celkem 4 skupin, v kazdé po 40 jedincich. V ramci
skupiny byli raci umisténi individualné v plastovych makrodeskach (obr. ¢. 6). Pro
potieby testu byly pouzity 3 koncentrace testované latky: 1,1 pg/l (koncentrace
odpovidajici realné hodnoté koncentrace ve vodnim prostiedi CR; CHMU, 2018b), 11
pg/l a 110 pg/l. Tyto skupiny bylo oznaceny jako E1, E2 a E3. V kontrole byla pouzita

pouze Cistd voda bez Zadné pridané latky.

Obr. ¢. 6: Umisténi testovanych jedincii raka mramorovaného v exponované skupiné

V makrodeskach.
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Test byl proveden v semistatickému systému, kdy byla ménéna voda kazdych 48
hodin. Makrodesky byly umistény v laboratofi VURH se svételnym rezimem 12 hodin
svétlo a 12 hodin tma. Bylo také nezbytné dodrzeni stanovenych pfesnych podminek

testu:

e Teplota: 22,7 + 0,6 °C,

e Rozpustény kyslik > 6,65 mg/l,
e pH:7,6-8,1,

e KNK45: 0,73 mmol/l,

e CHSKwmn: 0,96 mg/l,

e Celkovy amoniak: 0,018 mg/I,

e Suma Ca?*+ Mg?*: 6,73 mg/I.

Teplota vody byla sledovana v hodinovych intervalech za pouziti Minikin loggera
(Systémy meéteni prostedi, Brno). Nasyceni vody kyslikem, pH a ostatni parametry byly
sledovany denné. Krmeni rakd probihalo jednou denné ad libitum cerstvé vylihnutymi

naupliemi Zabronozky solné (Artemia salina).

3.3. Odbér vzorku

V prubéhu celého testu v dennich intervalech probihala kontrola za uc¢elem sledovani
mortality, vyvoje, vyskytu morfologickych anomalii a zjiSténi télesné¢ hmotnosti na
analytickych vahach Mettler-Toledo s pfesnosti na 0,1 mg (vzdy druhy den po svlékani,
aby byla zajisténa jiz ¢aste¢nd ,,odolnost kalcifikovanim krunyte). Vyvojova stadia byla

stanovena dle Vogt a kol. (2004).

Na konci testu bylo provedeno vyhodnoceni ristovych parametri rakli. Za ucelem
tohoto vyhodnoceni byly zvoleny dva ukazatele, konkrétné specificka rychlost rastu
(SGR) a inhibice ristu (1).
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3.3.1. Specificka rychlost ristu

Tento ukazatel je vyhodnocovan na zakladé podilu rozdilu priméru pfirozenych
logaritm® hmotnosti rakl pfi prvnim vazeni (5. den testu) a na konci testu (45. den testu).

Vypocet byl proveden podle vzorce:

Inw, —Inw;

SGR = 100
tz - tl

kde:

SGR = primérna specificka rychlost ristu ve skuping;

w1, w2 = hmotnosti jednoho raka v ¢ase tl a t2, jednotlive (g);
tl = Cas (dny) — zacatek expozice;

t2 = ¢as — konec expozice.

3.3.2. Inhibice specifické rychlosti ristu

Jde 0 podil mezi rozdilem primérné specifické rychlosti rustu kontrolni skupiny rakt
a experimentalni skupiny rakii a primérné specifické rychlosti ristu v kontrolni skupiné

rakl po 45 dnech expozice, nasobeny stem. Vypocet byl proveden podle vzorce:

SGR (kontrola) — SGR,(skupina)

1
SGRy (kontrola) oe

Iy [%] =

kde:
I = inhibice specifického ristu v experimentalni skupin€ po 40 dnech expozice;
SRG (kontrola) = primérna specifickd rychlost ristu v kontrolni skupiné rak;

SRG (skupina) = priimérna specificka rychlost riistu v experimentalni skupiné rakt po 40
dnech expozice.
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3.4. Chovani raku

Po ukonceni testu (45. den) bylo u ptezivsich jedincii provedeno testovani vzorct
chovani. Princip tohoto testu zahrnoval sledovani jedinct béhem jejich chovani v redlném
case. Kazdy jedinec ve skupiné byl umistén do bilé¢ kruhové misky s 50 ml vodniho
roztoku a sledovan pomoci videokamery (Sony HDR-CX240E, Sony, Japan) po dobu
jedné hodiny. Naméfené hodnoty byly nasledné analyzovany softwarem EthoVision® XT
13 (Noldus Information Technology, Wageningen, Nizozemsko). V piipadé tohoto testu
byly hodnoceny specialni parametry jako celkova pohybova vzdalenost (cm), rychlost

chiize (cm/s) a aktivita rakl (%).

3.5. Biochemické metody stanoveni biomarkeri

Jednotlivi raci byli po ukonéeni testovani vzorct chovani zvazeni na analytické vaze,
umisténi do mikrozkumavek a vlozeni do tekutého dusiku (obr. €. 7). Takto zmrazeni raci

byli uchovani pti -80 °C pro nasledujici biochemické analyzy oxidativniho stresu a

antioxidac¢nich biomarkera.

Obr. ¢. 7: Vazeni testovanych jedincii na analytické vaze a nasledné umisténi do mikrozkumavky

Eppendorf pro zmrazeni v tekutém dusiku.

34



3.5.1. Priprava vzorki pro biochemické analyzy — homogenizace tkani

Prvnim krokem pifed vlastnim stanovenim jednotlivych biochemickych analyz
oxidativniho stresu a antioxidacnich biomarkerG byla ptiprava vzorkl, konkrétné
homogenizace zamrazenych vzorki tkani. Ta se provadi ve fosfatovém PBS pufru (0,8%
NaCl, 0,02% KClI, 0,29% Na:HPO4*12H0, 0,02% KH2PO4 v deionizované pti pH 7,2)

a rota¢niho homogenizatoru.

Vzorky mrazenych tkéni byly na ledu krajeny skalpelem a vazeny v mikrozkumavkach
Eppendorf na analytickych vahach (0,140 — 0,169 mg zmrzlé tkan¢ do jedné zkumavky).
Do kazdé zkumavky byl poté ptidan PBS pufr v mnozstvi Iml pufru/100 mg tkan¢. Tkéané
byly nasledn¢ homogenizovany na rotanim homogenizatoru po dobu pfiblizn€ 2 minut.
Po celou dobu pfipravy a homogenizace bylo potfeba vzorky udrZzovat na ledu. Takto

ptipravené vzorky byly uloZzené do mrazéku.

Pred samotnym stanovenim jednotlivych biochemickych analyz byly jednotlivé

vzorky pomalu rozmraZzeny na ledu a dale bylo postupovano dle jednotlivych metod.

3.5.2. Stanoveni enzymatické aktivity katalazy (CAT)

Metoda je zaloZena na schopnosti katalazy rozlozit peroxid vodiku na vodu a kyslik.
Tento proces se nazyva katalyza a sledujeme ho pomoci méfeni poklesu absorbance smési
ve vzorku s H202 za jednotku ¢asu. Méfeni probiha v mikrodestickach pii 240 nm.
Stanoveni aktivity katalazy bylo provedeno dle metodiky Aebi (1984),
spektrofotometricky v laboratofi na pfistroji Infinite M200 (TECAN) (obr. ¢. 8), na tomto

piistroji byly méteny 1 ostatni biochemické parametry.

Vzorek byl po rozmrazeni centrifugovan po dobu 30 minut. Poté byl supernatant
vzorku vyfedén pomoci homogeniza¢niho PP pufru do mikrozkumavek Eppendorf
(pomér 50 pl supernatantu vzorku : 450 ul PP pufr). Nasledné byl od kazdého vzorku
odebrano pomoci mikropipety 50ul do mikrotitracni desticky. K tomu bylo ihned ptidano
multikanalovou pipetou do kazdé jamky 250 ul 0,09% H20:2 a byla méfena absorbance
reakéni smési. Méfeni probihalo po dobu 1 minuty s 5 sec intervaly pii 240 nm oproti

kontrole. Kazdy vzorek byl méfen ve tfech opakovanich. Vysledna hodnota aktivity
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katalazy byla vyjadiena jako smérnice kiivky, od které byla odectena smérnice blanku a

doslo k piepocteni pomoci stanovené rovnice na umol H2O2 min/mg proteinti.

Obr. ¢. 8: Spektrofotometricky pristroj Infinite M200 (Tecan) a dalsi laboratorni vybaveni

pouzité pri méreni enzymatické aktivity katalazy (CAT) a ostatnich biomarkerii.

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

Principem metody je detekce konjugatu mezi redukovanym glutathionem a CDNB (1-
chloro-2,4-dinitrobenzen), substratem béznym pro vSechny izoformy glutathion S-
transferazy. Tato metoda byla modifikovana na mikrodeskové provedeni a vyuziva
spektrofotometrické koncovky pii 340 nm. Postupovano bylo podle metodiky Habig a
kol. (1974).
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Vzorek byl po rozmrazeni na 15 minut umistén do centrifugy a centrifugovan. Po
uplynuti této doby byl supernatant vzorku vyfedén pomoci PBS pufru (0,8% NaCl; 0,02%
KCI; 0,29% NaHPOs*12 H0; 0,02% KH:PO4 v deionizované vodé, pH 7,2)
v mikrozkumavce Eppendorf, a to v poméru 200 pl vzorku : 200 pl PBS pufru. Nasledné
bylo pipetovano na mikrotitra¢ni desticku postupné 70 pl ztedéného supernatantu vzorku,
120 pl PBS pufru a 10ul 50 mM CDNB v ethanolu. Reakce byla zahéjena ptidanim 50
ul 10 mM redukovaného GSH a thned méfena v pfistroji Infinite M200 po dobu 5 minut
pii 340 nm (obr. €. 9). Stejny postup platil i pro pouzity blank. Kazdy vzorek (blank) byl
méten ve 3 opakovanich. Vysledné hodnota aktivity GSH byla vyjadiena smérnici kiivky,
od které se odecetla smérnice blanku a nésledné byla piepoctena dle stanovené rovnice

na nmol/min/mg proteind.

Obr. ¢. 9: Barevné zabarveni vzorku na mikrotitracni destic¢ce pri meéreni glutathion S-

transferdzy spektrofotometrickou metodou.

3.5.4. Stanoveni redukovaného glutathionu (GSH)

U této metody je hlavnim principem reakce thioselektivni Ellmanovy reagencie
(DTNB; 2,2-dinitro-5,5-dithiobenzoova kyselina) s volnymi -SH skupinami za tvorby
barevného produktu, ktery je stanovovan. Tyto volné -SH skupiny jsou ve vzorku
zbaveného proteinil zejména v molekule redukovaného glutathionu. Pfi méfeni bylo
postupovano dle metodiky Ellman (1959).
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Nejdiive bylo nutné odstranit ze vzorku proteiny. Proto byl vzorek po rozmrznuti
promichévan na vortexu a umistén v mikrozkumavkach Eppendorf do centrifugy po dobu
15 minut (10000 rpm, 4 °C). Po vyndani z centrifugy bylo odebrano zkazdé
mikrozkumavky 180 pl supernatantu vzorku a pfidéno 18 ml TCA (25% kyselina
trichloroctovd). Takto upraveny vzorek byl nechan 15 minut odstat pfi pokojové teploté
a nasledné umistén opét do centrifugy na 10 minut (8 000 rpm, 4 °C). Po tomto procesu
uz bylo mozné piejit k vlastnimu méfeni. Do mikrotitracni desticky bylo napipetovano
postupné 50 pl vzorku, 190 ul TRIS pufru a 10 ul 0,02 M DTNB, kazdy vzorek ve tfech
opakovanich. Absorbance byla méfena na spektrofotometru pii 420 nm proti blanku a
pozadi pii 680 nm. Vlastnimu méfeni predchazela inkubace 5 minut pii pokojové teploté.

Vysledné hodnoty jsou vyjadieny na zakladé kalibra¢ni k¥ivky v nmol GSH/mg proteind.

3.5.5. Stanoveni enzymatické aktivity superoxid dismutazy (SOD)

Superoxid dismutazy patii do skupiny metaloenzymi, které obsahuji ve své strukture
iont kovu (Cu, Zn, Mn, Ni). Tento iont je zodpovédny za jejich aktivitu. Nejvice se SOD
vyskytuje Vv jaternich bunikach, jakozto hlavnim detoxika¢nim organu, v rizné mife jsou
ale pfitomny po celém téle. Jejich hlavni funkci je katalyza pfemény reaktivnich
superoxidovych radikald na molekulovy kyslik a peroxid vodiku (Oztiirk-Urek a kol.,
2001). Tato metoda tedy primarn¢ spociva ve schopnosti SOD inhibovat reakce fizené

superoxidy.

Pro produkci superoxidu je pouzit systém NADH (nikotinamid adenin dinukleotid) a
phenazin methosulfonat (PMS). Nasledné jsou vzniklé superoxidy stanovovany pomoci
NBT (nitrobluetetrazolim). Ty se po reakci se superoxidy méni na stabilni formazanovy
produkt. Ten je nasledné spektrofotometricky méfen jako pokles ptemény NBT po reakci
vzniklych superoxidii se SOD. Aktivita SOD byla stanovena dle metodiky Ewing a
Janero (1995).

Vzorky byly nejdiive centrifugovany 30 minut. Poté bylo z kazdého vzorku odebrano
25 pl supernatantu do mikrotitra¢ni desticky, stejny objem platil i pro blank (PP pufr).
Do vzorku bylo nasledné pfidano 200 pl NADH+NBT pufru a celé desticka byla umisténa
do spektrofotometru na 1. méfeni pii 560 nm po dobu 2 minut s 20 sec intervaly ke

stanoveni interni pfemény NBT vzorkem. Thned poté doslo k odstartovani reakce
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pfidanim 25 pl 35 pM PMS a opét bylo méteno ve spektrofotometru pii 560 nm po dobu
5 minut s 20 sec intervaly. Kazdy vzorek byl méten ve tfech opakovanich. Vysledna SOD

aktivita byla vyjadiena v nmol NBT/min/mg proteint.

3.5.6. Stanoveni lipidni peroxidace TBARS

Stanovovani lipidni peroxidace je zalozeno na tzv. TBARS testu (z angl.
Thiobarbituricacid Reactive Substances = latky reaktivni s kyselinou thiobarbiturovou —
TBS). Metoda vychazi ze stanoveni barevnych aduktt, které vznikaji pti reakci produktt
lipidni peroxidace a kyseliny barbiturové (TBA). Pti méfeni vzorkd touto metodou bylo

vychazeno z metodiky Lushchak a kol. (2005).

Do kazdého necentrifugovaného homogenétu vzorku o objemu 250 pl bylo pfidano 12,5
ul 2mM FeSO4 a doslo k preinkubovani pti 37 °C po dobu 30 minut. Nasledné bylo
z kazdé mikrozkumavky odebrano 12,5ul vzorku pro dosazeni pozadovaného objemu
(250 ul) a poté bylo ptidano 75 pl roztoku TCA-BHT. Takto upraveny vzorek byl
centrifugovan 20 minut (4000 rpm, 4 °C). Po centrifugaci bylo do mikrozkumavek
Eppendorf odpipetovano 250 ul vzorku a ptidano 50 ul HC1 a 200 ul TRIS TBA. Vzorek
byl umistén do termobloku s teplotou 90 °C na dobu 45 minut. Poté bylo z kazdé
mikrozkumavky odpipetovdno ve tfech opakovanich 250 pl vzorku na miktotitracni
desticku. Desticka byla vloZzena do spektrofotometru a probéhlo meéteni vzniklého
zbarveni pii 550 a 590 nm po dobu 10-15 minut. Namétené hodnoty jsou dle vypoctu

pfes kalibra¢ni kiivku vyjadieny v nmol TBARS/mg proteind.

3.5.7. Metoda stanoveni koncentrace proteinii (metoda BCA)

Pfi stanoveni koncentrace proteini bylo postupovano podle metodiky Lowry a kol.

(1951) spektrofotometricky na mikrodestickach.

V prvnim kroku bylo zfedéno 30 ul kazdého rozmrazené¢ho vzorku pomoci 0,1 M
NaOH v poméru 1:20. Takto nafedény vzorek byl ponechan pii pokojové teploté po dobu
24 hodin. Nasledujici den bylo z kazdého vzorku odebrano 10 pl do mikrotitracni
desticky, kazdy vzorek ve dvou opakovanich, vcetn¢ blanku. K tomu bylo do kazdé

jamky piidano 200 pul A (roztok sodné soli kyseliny bicinchoninové) + B (CuSOs) pufru
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(vytvofen v den stanoveni v poméru 26,54 ml A pufru ku 0,54 ml B pufru). Cela desticka
byla po naplnéni pfetazena plastickou folii a umisténa na 30 minut do termoboxu pii
teploté 37 °C. Po 30 minutach byla desticka ihned pfemisténa do spektrofotometru a
probéhlo méteni pii 562 nm oproti blanku. Z naméienych hodnot jsme diky kalibracnimu
grafu zjistili hodnotu trendu a pfes ni vypocitali vyslednou hodnotu proteinu pro kazdy

vzorek (mg/ml).

3.6. Statistické vyhodnoceni testu

Rozdily v kumulativni mortalit¢ mezi experimentalnimi skupinami a kontrolni
skupinou byly vyhodnoceny pomoci tzv. kontingen¢nich tabulek (z angl. contingency
tables). Pro vyhodnoceni ristu, chovani, oxidativniho stresu a antioxida¢nich biomarkert
byl pouzit tzv. Kolmogoriiv — Smirnoviv test. Homogenita byla testovana za pouZiti
Barlettova testu. Rozdily v ristu, celkové pohybové vzdalenosti, rychlosti chiize,
oxidativnim stresu a antioxidac¢nich biomarkerech mezi testovanymi skupinami byly
testovany pomoci jednocestné analyzy ANOVA s post-hoc srovnanim pomoci metody
Unequal N HSD, ktera vychazi z Tuckey HSD testu. Rozdily v aktivité¢ rakli mezi

experimentalnimi skupinami byly hodnoceny pomoci Kruskal — Wallisova testu.
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4. VYSLEDKY

4.1. Kumulativni mortalita

Béhem experimentu byly zjistény statisticky vyznamné rozdily (P < 0,01) v celkové
kumulativni mortalit¢ u rakii mezi skupinami vystavenymi plsobeni sledované latky
s-metolachlor ve srovnani s kontrolou. Tyto udaje jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.
Kumulativni mortalita u rakti vystavenych s-metolachloru v koncentracich 1,1 pg/l (E1),
11 pg/l (E2) a 110 pg/l (E3) byla 22,5; 25,0 a 42,5 % respektive a v kontrolni skupiné
byla mortalita pouze 2,5 %.
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Tabulka ¢. 1. Rustové ukazatele a kumulativni mortalita ranych vyvojovych stadiich raka mramorovaného (Procambarus fallax f. virginalis) po expozici

s-metolachloru:

Skupina Kontrola El E2 E3
S-metolachlor (ng/l) 0 1,1 11 110

Ms (X = SD, mg) 8,52 + 0,562 8,44 + 0,66° 8,40 + 0,572 8,32 + 0,642
Mas (X & SD, mg) 42,71 + 5,452 36,52 = 4,11° 33,89 + 4,63 31,90 + 4,81°
SGR 4,03 +0,11 3,63+0,15 3,45+ 0,18 3,33+0,19
I (%) - 9,94+ 0,10 14,29 + 1,01 17,39 + 0,99
Celkova mortalita (%) 2,502 22,50P 25,00° 42,50°

Poznamka: Ms, Mus = priumeérnd hmotnost rakii vybrané skupiny 5. a 45. den expozice; SGR = specificka rychlost riistu vybrané skupiny po 40

dnech expozice; | = inhibice specifické rychlosti riistu vybrané skupiny po 40 dnech expozice; X = prumeér, SD = smérodatna odchylka. Indexy a,

b, charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P < 0,05).
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4.2. Rustové parametry

Té€lesna hmotnost ranych vyvojovych stadii raka mramorovaného v experimentalnich
skupinach (E1, E2 a E3) a v kontrole v pribéhu testu je znazornéna v grafu ¢. 1.
V testované skupiné E3 (koncentrace 110 ug/l) doslo od VI. vyvojového stupné ke
statisticky vyznamnému (P < 0,01) sniZeni ristu ve srovnani s kontrolou. V exponované
skupiné E2 (koncentrace 11 pg/l) doslo ke statisticky vyznamnému snizeni rastu (P <
0,01) od VIIL vyvojového stupné. U rakt vystavenych koncentraci latky 1,1 pg/l (skupina
E1) doslo ke statisticky vyznamnému sniZeni rastu (P < 0,05) az od IX. vyvojového

stupné.

Specificka rychlost rastu (SGR) a inhibice ristu (I) v jednotlivych experimentalnich
skupinéch je uvedena v tabulce €. 1. Inhibice rtstu u rakil v experimentalnich skupinéch
vystavenych s-metolachloru E1, E2 a E3 byla 9,94, 14,29 a 17,39% respektive

V porovnani s kontrolni skupinou rakd.
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Graf ¢. 1: Porovnani télesné hmotnosti v zavislosti na dosazenych vyvojovych stadii u raka
mramorovaného (Procambarus fallax f. virginalis) vystaveného 45denni expozici s-metolachloru
(EX-1,1 ug/l, E2— 11 ug/l, E3 —110 ug/l).
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4.3. Ontogeneticky vyvoj

Na konci experimentu dosdhla vétSina raki v kontrolni skupiné a experimentalni
skupin¢ E1 a E2 9. stupné ontogenetického vyvoje. Naproti tomu u raku vystavenych
s-metolachloru v koncentraci 110 pg/l (E3) doslo ke zpozdéni ontogenetického vyvoje,

pouze 46 % rakd v této skupiné dosahlo 9. stupné ontogenetického vyvoje (graf €. 2).
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Graf'¢. 2: Vliv s-metolachloru (EL1 — 1,7 ug/l, E2 — 11 ug/l, E3 — 110 ug/l) na rany ontogeneticky

vyvoj raka mramorovaného (Procambarus fallax f. virginalis).

4.4, Makroskopické morfologické anomalie

Béhem testu nebyly napfi¢ skupinami pozorovany Zzadné makroskopicky

pozorovatelné morfologické anomalie.
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4.5, Chovani raka

V pribéhu experimentu byl sledovan pfijem krmiva a pohybova aktivita ranych
vyvojovych stadii raka mramorovaného v jednotlivych experimentalnich skupinach ve
srovnani s kontrolou. Po ukonéeni testu nevykazovali raci v exponovanych skupinach
(E1, E2, E3) Zadné signifikantné vyznamné zmény (P = 0,055) v aktivité¢ ve srovnani
s kontrolou (graf ¢. 3). Na druhou stranu, ale doslo ke zméndm v celkové pohybové
vzdalenosti (graf ¢. 4) a rychlosti chiize (graf ¢. 5). Raci, ktefi byli vystaveni
s-metolachloru v koncentraci odpovidajici realné koncentraci v prostiedi (skupina E1 —
1,1 pg/l) signifikantné vyznamné (P < 0,05) zvysili svou celkovou pohybovou vzdalenost
arychlost chlize v porovnani s kontrolni skupinou. Také u rakti v exponované skupiné E2
doslo k signifikantn¢ vyznamnému (P < 0,01) nartstu téchto parametri v porovnani s
kontrolou. Experimentalni skupina E3 neprokazala zadné statisticky vyznamné zmény
ani v jednom ze sledovanych parametrtt chovani ve srovnani s kontrolou (P = 0,055 a

0,055), ale trend ucinkti byl velice podobny jako v exponované skupiné E1 a E2.
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Graf ¢. 3: Aktivita (%) raka mramorovaného (Procambarus fallax f. virginalis) po 45 denni
expozici s-metolachloru (E1 — 7,1 ug/l, E2 — 11 ug/l, E3 — 110 ug/l). Indexy a, b, charakterizuji

shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P < 0,05).
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Graf ¢. 4: Celkové pohybové vzdalenosti (cm) raka mramorovaného (Procambarus fallax f.
virginalis) po 45denni expozici s-metolachloru (EL1— 7,1 ug/l, E2 — 11 ug/l, E3 — 110 ug/l). Indexy

a, b, charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P < 0,05).
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Graf ¢. 5: Zmény v rychlosti chiize (cm/s) raka mramorovaného (Procambarus fallax f. virginalis)
po 45denni expozici s-metolachloru (E1 — 1,1 ug/l, E2 — 11 ug/l, E3 — 110 ug/l). Indexy a, b,

charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P < 0,05).
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4.6. Biomarker oxidativniho stresu
4.6.1. Lipidni peroxidace

Utinky chronické expozice s-metolachloru na hladinu TBARS v homogenatu ranych
vyvojovych stadii raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 6. U zadné z testovanych
skupin raku nedoslo k statisticky vyznamnému rozdilu (P < 0,05) v hladiné TBARS ve

srovnani s kontrolou.
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Graf ¢. 6: Vliv s-metolachloru (E1 — 1,7 ug/l, E2 — 11 ug/l, E3 — 110 ug/l) na hladinu TBARS
v celotelnim homogendtu raka mramorovaného (Procambarus fallax f. virginalis) po 45denni
expozici. Indexy a, b, charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P < 0,05).

Hodnoty v grafu uvadeji priomer += SD, N=20.
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4.7. Antioxida¢ni biomarkery
4.7.1. Katalaza (CAT)

Vliv expozice s-metolachloru na aktivitu CAT v celotélnim homogenatu raka
mramorovaného je uveden v grafu ¢. 7. U rakt v experimentalni skupiné E1 (1,1 ug/l)
nebyl pozorovan zadny statisticky vyznamny rozdil v aktivité katalazy ve srovnani
s kontrolou. Statisticky vyznamné (P < 0,01) snizeni enzymatické aktivity katalazy bylo
zjisténo U experimentalnich skupin E2 (11 pg/l) a E3 (110 pg/l) v porovnani s kontrolni

skupinou.
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Graf ¢. 7: Vliv s-metolachloru (EL1 — 1,7 ug/l, E2 — 11 ug/l, E3 — 110 ug/l) na aktivitu kataldzy
Vv celotélnim homogendtu raka mramorovaného (Procambarus fallax f. virginalis) po 45denni
expozici. Hodnoty v grafu uvadeji priumeér + SD, N=20. Indexy a, b, charakterizuji shodu nebo

rozdilnost hodnot mezi skupinami (P < 0,01).
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4.7.2. Glutathion S-transferaza (GST)

Vliv expozice s-metolachloru na hladinu GST v celotélnim homogenatu raka
mramorovaného je uveden v grafu ¢. 8. U experimentalni skupiny E1 (1,1 ug/l) nebyla
pozorovana zadna statisticky vyznamna zména hladiny GST v porovnani s kontrolni
skupinou. Ale v experimentalnich skupinach E2 (11 ug/l) a E3 (110 pg/l) doslo ke

statisticky vyznamnému (P < 0,05) snizeni hladiny GST v porovnani s kontrolni

skupinou.
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Graf ¢. 8: Vliv s-metolachloru (E1 — 1,7 ug/l, E2 — 11 ug/l, E3 — 110 ug/l) na aktivitu glutathion
S-transferdzy V celotélnim homogendtu raka mramorovaného (Procambarus fallax f. virginalis)
po 45denni expozici. Hodnoty v grafu uvadéji primer = SD, N=20. Indexy a, b, charakterizuji

shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P < 0,05).
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4.7.3. Redukovany glutathion (GSH)

Vliv expozice s-metolachloru na hladinu GSH v celotélnim homogenatu raka
mramorované¢ho je uveden v grafu ¢. 9. Expozice s-metolachloru v environmentalni
koncentraci 1,1 pg/l (E1) nezpisobila statisticky vyznamnou zménu hladiny GSH
Vv celotélnim homogenatu rakt v porovnani s kontrolni skupinou. Naproti tomu u skupin
E2 (11 pg/l) a E3 (110 ug/l) bylo zjisténo statisticky vyznamné (P < 0,01) snizeni hladiny

redukovaného glutathionu ve srovnani s kontrolou.
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Graf ¢. 9: Vliv s-metolachloru (E1 — 1,1 wg/l, E2 — 11 ug/l, E3 — 110 ug/l) na hladinu
redukovaného glutathionu vV celotélnim homogendtu raka mramorovaného (Procambarus fallax
f. virginalis) po 45denni expozici. Hodnoty v grafu uvddéji prumer = SD, N=20. Indexy a, b,

charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P < 0,01).
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4.7.4. Superoxid dismutaza (SOD)

U rakd mramorovanych vystavenych testované latce s-metolachlor v koncentraci 11
ug/l (E2) a 110 pug/l (E3) po dobu 45 dni bylo zjisténo statisticky vyznamné (P < 0,01)
snizeni aktivity superoxid dismutazy ve srovnani s kontrolou. U raki mramorovanych
exponovanych koncentraci 0,11 pg/l s-metolachloru (E1) nedoslo k zadné statisticky
vyznamné zméné v aktivité SOD oproti kontrole. VIiv s-metolachloru na aktivitu SOD je

uveden v grafu ¢. 10.

3 03
u a
2 0325
o
£
T o2 ab
E
E 0,15 b
o
= b
E 0,1
c
[a]
o 0,05
(%2 ]

0

kontrola E1l E2 E3
Testované skupiny

Graf ¢. 10: Vliv s-metolachloru (E1— 1,7 ug/l, E2 — 11 ug/l, E3 — 110 ug/l) na aktivitu superoxid
dismutdzy V celotélnim homogendtu raka mramorovaného (Procambarus fallax f. virginalis) po
45denni expozici. Hodnoty v grafu uvadeji priiomer = SD, N=20. Indexy a, b, charakterizuji shodu

nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P < 0,01).
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5. DISKUSE

Cilem této prace bylo posouzeni vlivu herbicidu s-metolachloru na rana vyvojova
stadia raka mramorovaného (Procambarus fallax f. virginalis). Tato studie je jednim
z prvnich pfispévki hodnoticich vliv s-metolachloru u sladkovodnich rakili, zejména
v ranych stadiich jejich zivota. Pro posouzeni vlivu herbicidu s-metolachloru byl v této

studii pouzit embryolarvalni test toxicity.

Pro pokus byl vybran jako testovaci organismus rak mramorovany. Raci, jakoZzto
zastupci bezobratlych, patii mezi tzv. kliCové druhy hrajici vyznamnou roli ve vodnim
ekosystému. Se svoji velikosti jsou dobfe pozorovatelni a snadno se odliSuji od jinych
zivoCichu. Z hlediska potravy je fadime mezi bentické makrofagy se Sirokym jidelnickem
(Kozak a kol., 2003). Vyhodou pouziti raka mramorovaného v testech toxicity je jeho
zpusob rozmnozovani, kdy pomoci tzv. apomiktické partenogeneze jsou vSichni nové
narozeni jedinci z genetického hlediska identicti. Spole¢né s tim spliluji také kritéria
principu 3R a patii mezi indikatory kvality zivotniho prostiedi (Kozék a kol., 2003;
Gutekunst a kol., 2018).

Randa vyvojova stadia raka mramorovaného byla vystavena dlouhodobému plisobeni
s-metolachloru v subletalnich koncentracich a koncentraci odpovidajici realnému
vyskytu této latky v prirod¢€. Takové znecisténi vody nezpisobuje pfimo umrtnost, ale ma
potencial vyvolat negativni fyziologické zmény ve vodnich organismech. I tak byly v této
studii zjistény zfetelné rozdily v mortalité. Uroveii kumulativni mortality v jednotlivych
skupinach vystavenych ptlisobeni s-metolachloru odpovidala koncentraci latky v kazdé

konkrétni skupiné (tabulka €. 1).

S-metolachlor patii k pesticidim ptisobici primarné na rostliny (herbicid). Pro ryby je
tato latka toxicka, akutni toxicita 96hLC50 pro slunecnici velkoploutvou (Lepomis
macrochirus) je 3,2 mg/1 a pro pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) 11,9 mg/l (PED,
2000). Mortalitu vodnich zivocichti zptisobuje s-metolachlor ve vyssich koncentracich,
v fadu jednotek az desitek miligrami na litr (PED, 2000). Oproti tomu v naSich
povrchovych vodach dosahuje tento herbicid maximalnich koncentraci v fadech jednotek
mikrogramii na litr (CHMU, 2018a). V experimentu se ale ukézalo, Ze i tyto nizké
koncentrace mohou byt letalni pro raky. Ve skupiné¢ E1 s koncentraci testované latky
odpovidajici koncentraci vyskytujici se v ¢eskych fekach (1,1 pg/l) byla zaznamenéna
22,5 % umrtnost.
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Raci, ktefi byli vystaveni piisobeni s-metolachloru béhem experimentu, vykazovali ve
vSech testovanych skupinach nizsi intenzitu ristu ve srovnani s kontrolou. Tato inhibice
rustu piedstavovala 9,94; 14,29 a 17,39 % ve skupindch E1, E2 a E3 (tabulka ¢. 1).
SniZeni rastu lze vysvétlit vyCerpanim energetickych rezerv v jedné nebo ve vice tkanich.
Toto snizeni poté nasledné mulze zpomalit reprodukci a zvysSit nachylnost ranych
vyvojovych fazi rakii k predatorstvi a nemocem. Rust je proto ¢asto oznaCovan za
citlivéjsi parametr nez mortalita (Bengtsson, 1974). Jak ale doplituje Woltering (1984),
rozdil v citlivosti na xenobiotika je pro kazdy druh specificky. V dalSich studiich bylo
zjisténo snizeni rustu u rakli mramorovanych po expozici herbicidil a jejich metabolitli
jako jsou prometryn (Velisek a kol., 2014b), terbuthylazin-2-hydroxy (Koutnik a kol.,
2017) nebo atrazin-2-hydroxy (Velisek a kol., 2017).

Opozdéni ve vyvoji vodnich organismt je bézny jev pii vystaveni testovanych jedinct
riznym druhdm herbicidii v embryolarvalnich testech toxicity (Velisek a kol., 2014b,
2017, 2018; Koutnik a kol., 2017). Udaje z literatury uvadg&ji ¢asny ontogeneticky vyvoj
jako dulezity parametr pfi hodnoceni vlivu pesticidli na necilové vodni organismy. V této
praci nebyl prokazan negativni vliv s-metolachloru v koncentraci 1,1 pg/l, ktera odpovida
realné koncentraci v ¢eskych tocich na rany ontogeneticky vyvoj rakti mramorovanych.
Naproti tomu ve vyssich koncentracich u skupin E2 (konc. 11 pg/l) a E3 (konc. 110 pg/l)
s-metolachlor zptsobil opozdéni v ontogenetickém vyvoji u testovanych jedinct (graf ¢.
5).

Raci se siln€ spoléhaji na ziskavani prostorovych senzorickych informaci pro
vyhybani se nebezpe¢i a rozpoznavani jinych jedinci (Hazlett, 1990; Keller a Moore,
1999; Giri a Dunham, 2000; Belanger a Moore, 2006), vyhledavani potravy (Moore a
kol., 1991), reagovani na poplachy (Wolf a Moore, 2002) a urceni spolecenského
postaveni (Zulandt Schneider a kol., 2001). Pfedeslé studie Wolf a Moore (2002), Cook
a Moore (2008) nebo Browne a Moore (2014) prokazaly vliv metolachloru (v
koncentracich 25 az 80 pg/1) na chemorecepci potravinovych pachi, poplachovych pacht
a spoleCenskych pachti dospélych rakii. Ztrata schopnosti detekovat tyto pachy a reagovat
na né¢ by mohla mit negativni vliv na zivotaschopnost rakd. V nasem pokusu byla
pozorovana stimulace chemoreceptori zplsobend niz§imi koncentracemi (E1 a E2)
s-metolachloru. Vysledkem toho bylo zvyseni celkové pohybové vzdalenosti (graf ¢. 2) a
rychlosti pohybu (graf ¢. 3) u exponovanych rakd v tdchto skupinach. Uéinky

s-metolachloru pravdépodobné narusuji senzorické schopnosti rakli a zpasobuji u
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exponovanych jedincti zmatenost a dezorientovanost. Krom¢ toho mize s-metolachlor
zpusobovat naruseni spolecenskych hierarchii a stabilitu trofickych trovni, které raky

ovliviiuji (Lodge a kol., 1994; Usio, 2000).

U vSech zivych organismi muizeme pozorovat komplikovany vicetiroviiovy
antioxidacni systém, jehoz hlavnim cilem je eliminovat nebo alesponn minimalizovat
negativni ucinky reaktivnich forem kysliku (ROS), které jsou v bunikach prirozené
obsazeny. Diky tomuto systému jsou buiiky udrzovany v rovnovazném stavu a nedochazi
k intracelularnimu poskozeni (Lushchak, 2014). Jak ale uvadi Liberato a kol. (2003),
rovnovaha tohoto systému miize byt snadno naruSena pisobenim xenobiotik, jako jsou
napiiklad pesticidy. V této praci bylo zjisténo u rakl vystavenych vys§im koncentracim
s-metolachloru ve skupiné E2 (11 pg/l) a E3 (110 pg/l) vyznamné snizeni antioxida¢nich
biomarkert CAT (graf ¢. 7), GST (graf ¢. 8), GSH (graf ¢. 9) a SOD (graf ¢. 10). Diky
témto zménam byly buiiky udrzovany v rovnovazném stavu pred tvorbou ROS, protoze
nebylo pozorovano oxidacni poSkozeni (lipidni peroxidace). Tento vysledek neni
neobvykly, 1 u jinych studii na sladkovodnich organismech z f4du Decapoda vystavenych
pusobeni pesticidl byly také pozorovany zmény antioxida¢nich biomarkert (CAT, GST,
SOD apod.), a soucasn¢ nebyla pozorovana zadna statisticky vyznamna zména u lipidni
peroxidace, ktera byla také métena pomoci metody TBARS testu (Griboff a kol., 2014;
Stara a kol., 2014; Velisek a kol., 2017).

Enzymy SOD a CAT patfi spolu s nejméné¢ jednim biomarkerem souvisejicim s GSH
toxickych ucinku znecistujicich latek, které stoji za tvorbou ROS v organismech
(Lushchak, 2014). Enzym SOD pomaha dismutovat piebytek superoxidového radikalu
O2 na peroxid vodiku (H202) a CAT je zodpovédna za detoxikaci H202 na vodu a kyslik
(Nwani a kol., 2010). Jak dopliiuje Ighodaro a Akinloye (2017), tyto dva biomarkery mayji
funkci prvnich obrannych antioxidantd. Pro spravné fyziologické fungovani bunék je
zasadni rovnovaha mezi ROS a detoxikacnimi antioxidanty. Pokud je tato rovnovaha

naruSena, dochazi k oxidativnimu poskozeni, které jsme mohli pozorovat i v této praci.

Maximalni realna koncentrace herbicidu s-metolachloru, namétena v ¢eskych fekach,

byla 1,1 pg/l (CHMU, 2018b). Tato koncentrace odpovidala koncentraci s-metolachloru

v

parametrQ k statisticky vyznamnym negativnim zménam. V zdvislosti na vysledcich je
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mozné predpokladat potencionalni riziko pfi vyskytu této latky v ptirodé jak pro rana

vyvojova stadia rakd, tak i pro jiné necilové vodni organismy.
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6. ZAVER

Cilem této prace bylo posouzeni vlivu herbicidu s-metolachloru na rana vyvojova
stadia raka mramorovaného (Procambarus fallax f. virginalis). Vliv s-metolachloru byl
hodnocen na zakladé vybranych parametrii. Konkrétné€ §lo o vyhodnoceni chovani raka
na zakladé¢ aktivity, celkové pohybové vzdalenosti a zmény v rychlosti chtize. Mezi dalsi
parametry patfilo sledovani kumulativni mortality, méfeni rastovych parametri,
ontogeneticky vyvoj a pozorovani makroskopickych morfologickych anomalii v prab¢hu
testu. V neposledni fad¢ Slo o sledovani biomarkeru oxidac¢niho stresu a antioxidacnich
biomarkert. K posouzeni vlivu tohoto herbicidu byl pouZzit embryolarvalni test toxicity
na racich. Hodnoceni probihalo ve sledovani tfech koncentraci s-metolachloru (1,1 pg/l,
11 pg/l a 110 pg/l) spoleéné s kontrolni skupinou po dobu 45 dnil v laboratofi za presné

definovanych podminek. V kazdé skupiné bylo testovano 40 jedinci.

Vysledky studie ukazaly, ze s-metolachlor u vyssich expozic (11 pg/l a 110 pg/l; sk.
E2 a E3) zplsobuje negativni zmény ve vSech sledovanych parametrech. U skupiny E1
(1,1 pg/l), jejiz koncentrace odpovida maximalni realné koncentraci s-metolachloru
zjisténé v Ceskych vodach, byly zjistény statisticky vyznamné zmény v chovéni (celkové
pohybové vzdalenosti a rychlosti chiize), celkové mortalité a rychlosti ristu. Na zakladé
téchto vysledku 1ze predpokladat, ze i maximalni koncentrace s-metolachloru vyskytujici
se Vv Ceskych vodach miize mit negativni vliv na rand vyvojova stadia raka jakoZto

modelovy organismus.

Vysledky této studie, pfedevSim v zdvislosti na vysledcich parametrii ristu,
ontogenetického vyvoje a chovani, by mohly poskytnout uzitecné informace pro
vyhodnoceni fyziologickych u¢inkd xenobiotik na rana vyvojova stadia rakd
mramorovanych, ktefi zde pfedstavuji modelovy organismus i pro jiné necilové vodni

organismy.
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8. ABSTRAKT

Vliv herbicidu s-metolachloru na rana vyvojova stadia raka mramorovaného

S-metolachlor je latka patiici do skupiny herbicidl, které jsou v soucasné dobé
pouzivany k ochran¢ zemédélskych plodin. Konkrétné je tato latka s chemickym ndzvem
C15sH2CINO; tfazena mezi preemergentni herbicidy pouzivané k potlaceni nezadoucich

plevelnych rostlin.

Cilem této prace bylo posouzeni vlivu s-metolachloru na mortalitu, chovani, rust,
ontogeneticky vyvoj, hladinu oxidativniho stresu a aktivitu antioxidac¢nich enzymu
ranych vyvojovych stadii raka mramorované¢ho (Procambarus fallax f. virginalis). Vliv
tohoto herbicidu byl hodnocen na zaklad¢ embryolarvalniho test toxicity na racich. Rana
vyvojova stadia rakl byla vystavena tfem koncentracim s-metolachloru a to 1,1 pg/l, 11
ug/l a 110 ug/l po dobu 45 dnd.

U vsSech testovanych koncentraci byla prokazana vysS$i mortalita, zpozdéni
ontogenetického vyvoje s doprovodnym pomalej$im ristem a zmény v chovani (celkova
pohybova vzdalenost a rychlost chiize). Navic bylo pozorovano vyznamné sniZeni
koncentrace katalazy, glutathion S-transferazy, superoxid dismutazy a snizeni hladiny
redukovaného glutathionu ve dvou vysSich testovanych koncentracich (11 pg/l a 110
ug/l) s-metolachloru ve srovnani s kontrolou. U zadné z testovanych skupin nebyly

pozorovany statisticky vyznamné zmény v oxidaénim poskozenim (hladiné TBARS).

Na zéklad¢ vysledkt této studie Ize doporucit rana vyvojova stadia raki jako vhodné
organismy pro testy toxicity a jejich vyuziti pro biomonitoring zatiZzeni vodniho prostiedi

herbicidy.

Klicova slova: herbicidy, rak mramorovany, embryolarvalni test toxicity, chovani,

ontogeneticky vyvoj, antioxida¢ni enzymy
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9. ABSTRACT

The effect of herbicide s-metolachlor on early life stages of marbled crayfish

S-metolachlor is a substance belonging to the group of herbicides, widely used in
agriculture to protect crops. This substance with the chemical composition C1sH22CINO-

and is used as the pre-emergent herbicides to control unwanted weeds.

The aim of this work was to evaluate the influence of s-metolachlor on mortality,
behavior, growth, ontogenetic development, oxidative stress level and activity of
antioxidant enzymes of early developmental stages of marbled crayfish (Procambarus
fallax f. virginalis). The effect of s-metolachlor was evaluated on the basis of embryo-
larval toxicity test. Early developmental stages of crayfish were exposed to three

concentrations of s-metolachlor, 1.1 pg/l, 11 pg/l and 110 pg/l for 45 days.

All tested concentrations significant showed higher mortality, delay of ontogenetic
development, lower growth and changes in behavior (total movement distance and
movement speed). Moreover, significant decrease in catalase, glutathione-s-transferase,
superoxide dismutase concentration, and reduced glutathione levels at the two higher test
concentrations (11 pg/l and 110 pg/l) of s-metolachlor were observed. No significant
changes in oxidative damage (TBARS levels) were observed in all the tested groups.

Based on the results of this study, early developmental stages of marbled crayfish can
be recommended as suitable organisms for toxicity test and their use for biomonitoring
of the aquatic environment by herbicides.

Keywords: herbicides, marbled crayfish, embryo-larval toxicity test, behavior,

ontogenetic development, antioxidant enzymes
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