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1. Uvod

S obrovskym narastem celosvétové populace a konzumnim stylem zivota, spolecné
se zintenzivnénim prumyslu a zemédélstvi, se v soucasné dob¢ stale masivné rozviji
vyroba novych pesticidnich latek a komercnich vyrobkl. Pouzivani pesticidi v takovém
mnozstvi jako Vv soucasnosti je povazovano za celosvétovy problém, zejména proto,

Ze se negativné odrazi na zivotnim prostiedi (Velisek a kol., 2014).

Nova fada insekticidnich ptipravkl neonikotinoidi se béhem dvaceti let za doby své
existence dostala mezi nejpouzivanéjsi pesticidy na svété (Tomizawa a Casida, 2011).
Jevila se jako idedlni nahrada za toxické organofosfaty a karbamaty, jelikoz vykazovala
nizkou toxicitu pro savce, ptaky i ryby. Brzy se ale zjistilo, ze aplikace téchto insekticidli
ma devastujici ucinky na vyznamné opylovace — vcely, proto bylo pouzivani urcitych
zastupcl z této skupiny v nékterych zemich zakazano (Titéra, 2013; VeliSek a Stara,

2018; Evropska komise, 2020; UKZUZ, 2020).

Thiacloprid patii do skupiny neonikotinoidl, které jsou ve velké mife stale
pouzivany. Vyuziva se zejména jako postiikovy insekticidni piipravek k ochrané proti
Skudctim jadrovin, peckovin, fepky, hoi¢ice, bramboru, jahodniku, rybizu, riznych druht
zelenin, maliniku, ostruziniku, okrasnych rostlin a ovocnych a skolek. VVzhledem k jeho
Sirokému rozsahu pouziti, se aplikuje témét po cely vegetacni rok (biezen-zari) (Bayer

CropScience, 2020).

Pii spravné aplikaci by se tato latka neméla dostat do kontaktu s vodnim recipientem.
Podle dostupnych dat se vSak v povrchovych vodach vyskytuje. Nejvyssi namétfena
koncentrace thiaclopridu 4,5 pg-1?, byla zaznamenana v povrchovych vodach #iéniho
syst¢tmu Labe v Némecku nedaleko Hamburku (SiB a kol., 2006). I pomérné nizké
koncentrace (0,1 pg-1? chronické expozice) neonikotinoidii ve vodnim prostredi
zpusobuji u vétsiny citlivych bezobratlych organismu fatalni dusledky (Morrissey a kol.,
2015).

I pfesto, Ze neonikotinoidy pfedstavuji vysoké nebezpeci pro necilové bezobratlé
organismy, doposud se vétsina studii zaméfila predev§im na zkoumdani vlivu téchto latek
na véely a nékteré dalsi zastupce hmyzu. Jen malo studii se zabyva, at’ uz chronickym

nebo akutnim pisobenim téchto latek na vodni bezobratlé organismy (Pisa a kol., 2014).

[oe]



Nejbéznéjsim zastupcem vodnich bezobratlych zivocichli, pouzivanych v testech
toxicity, je hrotnatka velka (Daphina magna) (Koc¢i a Mocova, 2009). Studie, které
se toxicitou neonikotinoidii na vodnich bezobratlych zabyvaji, pozdéji dokazuji,
ze hrotnatka neni jejich vhodnym zastupujicim organismem, protoze Vvaci
neonikotinoidiim vykazuje vysokou toleranci (ECso = 85 mg-1?). Hrotnatka, patii
do skupiny koryst, muze se tedy zdat, Ze korysi jsou obecné mén¢ citlivéjs$i nez ostatni
bezobratli (Beketov a Liess, 2008). Dalsi studie potvrzuji, Ze neonikotinoidy pusobi
rozdiln¢ jiz na urovni jednotlivych druhd. Tuto skute¢nost potvrzuje i Strouhova (2018)
ve své praci, kde potvrdila, Ze raci jsou mnohem citlivéjsi skupinou organismil nez

hrotnatky, i pfesto, Ze oba spadaji do skupiny koryst.

Pro spravné vyhodnoceni rizik na zivotni prostiedi je nezbytné, aby se studie pii
zkoumani vlivu toxicity téchto latek vice zaméfily na jednotlivé zastupce vodnich
ekosystémi v ramci samotnych druhi. Dilezité je si také uvédomit, Ze pro vyhodnoceni
rizik je také zasadni doba ptisobeni toxickych latek. Proto je velmi Zadouci, aby latkam,
které maji delsi polocas rozpadu byla vénovana vétsi pozornost, a kromé akutnich testa
toxicity byly vice provadény i testy chronické (Beketov a Liess, 2008). V takovychto
studiich jsou pfitom Casto opomijené, ale pfitom pro zivot vSech organismu velice
podstatné, abiotické vlivy prostiedi a jejich synergické ptisobeni s toxickymi latkami jak
zivot vodnich poikilotermnich organismu, ale i pro miru toxicity skodlivych latek, fadime

teplotu vody (Jacquin a kol., 2019).

Raci jsou nezastupitelnymi zastupci vodnich bezobratlych, kteii poskytuji
I dostateéné mnozstvi biologického materialu pro laboratorni vySetieni a v laboratornich
pokusech respektuji koncept 3R (Replacement, Reduction a Refinement), z tohoto
divodu se vyuzivaji jako vhodny experimentdlni organismus. Pivodni druhy rakt
v Ceské republice patii mezi ohroZené a jsou chranény legislativou. Rak mramorovany
vsak spada do skupiny neptivodnich a invazivnich druht, a diky tomu mize byt zatazen

mezi bézné testovaci organismy (Kouba a kol., 2012; Kozak a kol., 2013).
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Cil prace:

Cilem této prace je zhodnotit vliv koncentrace, teploty a doby pulsobeni
na biochemické parametry raka mramorovaného (Procambarus virginalis),
exponovaného neonikotinoidovému pesticidu, thiaclopridu. Béhem hodnoceni bude
proveden chronicky test toxicity, kdy jednotlivé skupiny rak budou vystaveny dvéma
riznym koncentracim za ruznych teplotnich podminek. Béhem testu budou
v pravidelnych intervalech odebirany jednotlivé vzorky tkani a také zaznamenavany
zmény chovani a fyzicky stav rakl. Pro vyhodnoceni biochemickych parametri bude
Vv tkanich hepatopankreatu, svalu a Zaber stanovena aktivita antioxidantd, které jsou tizce
spojeny s oxida¢nim stresem a ve vzorcich hemolymfy bude proveden biochemicky

profil.

Ziskané¢ vysledky by mély rozsifit dosavadni znalosti chronického pusobeni
thiaclopridu na necilové vodni bezobratlé organismy, konkrétné raky, za rGznych
teplotnich podminek a doby piisobeni, a mély by byt vhodnym podkladem pro hodnoceni

rizik thiaclopridu na Zivotni prostiedi.



2. Literarni prehled

2.1. Pesticidy

Pesticidy jsou latky, které slouzi zejména k prevenci, potlaceni, ni¢eni nebo odpuzeni
Skodlivych organismi. Vyuzivaji se v riznych odvétvich, jako jsou napft. lesnictvi,
potravinafstvi nebo zemédé@lstvi, kde slouzi zejména k ochrané rostlin, zivocichu,

potravin nebo krmiv (Pitter, 1999; Velisek a kol., 2014).

Vzhledem k tak vysoké skale vyuziti, existuje velmi rozsahlé rozdéleni pesticidi.
Zapletal (2001) vy¢lenil pesticidy na tii zakladni rozd€leni. Prvni je urcena podle cilové
skupiny organismii, proti kterym se pesticidy pouzivaji (tabulka ¢. 1). Druhé je ¢lenéno
podle zpisobu jejich aplikace (postiiky, aerosoly, pary, plyny, poprase, pevné a tekuté
nastrahy, mofidla, natéry a impregnace) a posledni rozdéleni ¢leni pesticidy podle ptivodu
(pfirodni, syntetické a biopreparaty). Pitter (1999) déli pesticidy navic jesté podle
pusobenti latky na organismus, a to na systémove plisobici, ty psobi uvnitt téla organismu
a kontaktn¢ ptsobici, které¢ zistavaji na povrchu urcitého organismu a pusobi pouze

lokalné.

Tabulka €. 1: Druhy pesticidi podle cilové skupiny (Zapletal, 2001).

Nazev skupiny Cilova skupina
Akaricidy Roztodi
Arboricidy Stromy a kefe

Avicidy Ptaci
Fungicidy Houby a plisné
Herbicidy Rostliny
Insekticidy Hmyz

Moluskocidy Mekkysi
Piscidy Ryby
Rodenticidy Hlodavci

Pesticidy, jejich slouceniny i metabolity se mohou hromadit v jednotlivych stupnich

potravniho fetézce a v riznych slozkach zivotniho prostfedi a ovliviiovat tak zdravi i zivot



necilovych organismil a celych ekosystémii (Bermudez-Saldana a kol., 2005; Abrantes
a kol., 2010). Ceyhun a kol. (2010) uvadi, ze pesticidy maji negativni vliv zejména
na vodni ekosystém, jelikoz zde dochazi k jejich snadné kumulaci a mnohdy také k jejich
rozkladu na mnohem S$kodlivéjsi latky, nez je samotnd matetskd sloucenina. K tomu
dochazi zejména diky fyzikalné chemickym pfirodnim jevim jako jsou napt. fotolyza
vlivem slune¢niho zafeni, vypafovani, pti vySSich teplotach, hydrolyza ve vlhkém
prostiedi, oxidace vzduSnym kyslikem nebo biotransformaci (Hajslova a Kocourek,
2004).

Pesticidy se do vodniho prostfedi mohou dostat bud’ ptimou nebo nepiimou cestou.
Ptimou aplikaci se do vody dostavaji zejména pesticidy pouzivané ve vodnim
hospodafstvi a rybarstvi, bud’ k likvidaci vodnich rostlin, 16¢b¢ parazitického onemocnéni
nebo redukci nadmérného rozvoje zooplanktonu (fada ztéchto ptipravkt je vSak
Jiz zakdzana). Do vodniho prostiedi se pesticidy dostavaji i nespravnou nebo
nezodpovédnou manipulaci, kdy se do vody dostavaji napt. pifi tniku odpadni vody
z pramyslovych zavodl, domacnostni nebo pii likvidaci jejich zbytka ¢i vyplachovani
aplikacnich zatizeni nebo nadob na jejich uskladiiovani a ptepravu (kontejnery, cisterny).
Nejcastéji se ale pesticidy do vody dostavaji nepiimo, splachem ze zemédé¢lsky
obdélavanych ploch, které jsou témito latkami chemicky oSetieny (Prousek, 2001;
Svobodova a kol., 2008; Velisek a kol., 2014).

2.1.1. Insekticidy

Ochrana proti nezadoucimu hmyzu je znama jiz 1000 let p¥. n. 1. z Ciny, kde vyuzivali
odpudivy ucinek siry na ochranu rostlin proti nezadoucimu hmyzu. S postupem casu,
se zacinali postupné vyuzivat i rizné jedovaté kovy, jako napt. olovo, rtut’ nebo arsen.
K hubeni hmyzu se jiz od 15. stoleti vyuziva také ptirodnich vytazkl z riznych rostlin,
napi. tabaku (Nicotiana)— alkaloid nikotin nebo z kopretiny strackolisté (Chrysanthenum

cinerariaefolium) — pyretrium (Cremlyn, 1978).

Nejvetsi rozvoj pesticidnich slou€enin pfichazi ve 30. letech 20. stoleti, kdy se zacala
rozvijet sSynteticka chemie a sSni spojena i vyroba pesticidd. Celosvétove
nejpouzivangj§im a nejrozsirenéjSim pesticidem této doby, se stal prosttedek DDT
(dichlordifenyltrichlorethan), jehoz insekticidni u¢inky v roce 1939 objevil doktor Paul

Muller (Velisek a kol., 2014). Po n€kolika letech neumérného pouzivani tohoto pesticidu
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se zacali postupné projevovat jeho negativni U€inky na Zivotni prostiedi, které ve své

knize Silent spring popisuje Rachel Carson (1962).

Mezi nejznaméjsi insekticidy fadime pesticidy na bazi chlorovanych uhlovodikd,
které se nejvice pouzivaly pred 2. svétovou valkou, a to zejména v zemédélstvi
na ochranu rostlin a dfeva (Brundage a Barnett, 2010). Dal$imi celosvétové pouzivanymi
insekticidy jsou pesticidy na bazi organofosfati a karbamatd, které postupné zacali
nahrazovat perzistentni chlorované pesticidy. Pouzivaji se k hubeni nezddouciho hmyzu
v zemédé€lstvi, domacnostech, potravinafstvi a medicing, jsou ale siln€ toxické pro savce
I ryby. Na konci 20. stoleti se zacalo rozvijet intenzivni pouzivani insekticidii na bazi
pyretroidl a neonikotinoidi, coz jsou uméle vytvorené slouceniny odvozené od ptirodné

repelentnich latek (Velisek a kol., 2014; Strouhova, 2018).

2.1.2. Neonikotinoidy

Neonikotinoidy fadime mezi insekticidy, které jsou synteticky vyrabény na zékladé
molekuly pfirodniho nikotinu (Morrissey a kol., 2015; Sanchez-Bayo a kol., 2016). Vyluh
z tabakovych listii, jako repelentni prostiedek, se vyuziva jiz od 17. stoleti. Aktivni latku,
kterou je alkaloid nikotin, se podafilo izolovat aZ o stoleti pozdéji v roce 1828 (Cremlyn,
toxické organofosfaty a karbamaty. Neonikotinoidové pesticidy se obecné totiz vyznacuji
nizkou toxicitou pro savce a vysokou toxicitou pro bezobratlé organismy (Titéra, 2013).
To je nejspise zpusobeno rozdilnou strukturou receptora v téle organismi, na které jsou

schopny se nikotinové latky vazat (Tomizawa a Casida, 2005).

Mechanismus u¢inku neonikotinoidia

Zpusob ucinku téchto latek na bezobratlé organismy, je zaloZeny na naruSeni
nervovych impulsii uvnitf téla, kde na postsynaptické strané neuromuskuldrniho spojeni
a v plazmatickych membranach jistych neuront jsou nikotinovymi acetylcholinovymi
receptory (nAChRs) tvofeny iontové kanalky. Acetylcholin plni funkei ligandu, ktery
umoznuje iontim drasliku, sodiku a vapniku pfes membranu kontrolované prochazet.
Slouceniny nikotinu maji na tento receptor silny agonisticky vliv, coZ zplsobuje

kontinualni stimulaci nervového systému. Ta je zplUsobena diky tomu, Zze molekula



nikotinu u hmyzu trvale setrvava navdzand na receptor a tim zpusobi trvalé otevieni

iontového kanalku (Yamamoto a kol., 1998; Karlin, 2010).

Vzhledem k tomu, Ze neonikotinoidy ptisobi agonisticky na nAChRs a tim ovliviiuji
centralni nervovou soustavu, fadime je mezi systémové insekticidy — neurotoxiny.
Neonikotinoidy nepiedstavuji nebezpeci pouze na tirovni nervové soustavy, ale mizou
mit dale také negativni vliv na imunitni systém nebo spravnou funkci jater a ledvin (Wang
a kol., 2018).

Rozsifeni neonikotinoidi a jejich hlavni zastupci

Diky tomu, Ze se tyto insekticidy jevily jako idealni (nizka toxicita pro savce i ptaky),
rychle se rozsifilo jejich pouzivani. Z aktivni latky, nikotinu, bylo syntetizovano nékolik
sloucenin. Prvni neonikotinoid, ktery je dostupny od roku 1991, je imidacloprid a brzy
se stal nejprodavanéjSim insekticidem na svété (Nauen a kol., 2008). Od té doby
se podafilo syntetizovat nékolik dalSich sloucenin jako jsou napf. clothianidin,
thiamethoxam, acetamiprid, dinotefuran, nitenpyram, sulfoxaflor a thiacloprid
(Morrissey a kol., 2015).

Neonikotinoidy se jako insekticidy pouzivaji ve vice nez 120 zemich celého svéta.
Krom¢ pesticidu pro oSetfeni semen ¢i celych rostlin nasly uplatnéni i mezi veterinarnimi
1é¢ivy v antiparazitickych pfipravcich uréenych pro kocky a psy (Schenker a kol., 2003;
Jeschke a kol., 2011). Wang a kol. (2018) dale uvadi, ze celosvétovy rocni obrat
neonikotinoidd se vySplhal ptes 3,5 miliardy dolard a neonikotinoidy tak obsadily prvni
misto nejprodavanéjsich insekticidi po celém svété, s primérnou ro¢ni produkci v roce

2010 odhadovanou na 20 000 tun.

Vlastnosti neonikotinoidua

Pesticidy na bazi neonikotinoidii jsou vysoce rozpustné ve vodé. Ve vodach
i v pidach vykazuji pomérné vysokou stabilitu. Pfi mirn¢ kyselém nebo neutralnim pH
a zaroven bez dostatecného pfisunu kysliku, jsou odolné vici hydrolyze. Diky témto

vlastnostem se nebezpecné latky spole¢né s povrchovym ¢i podpovrchovym odtokem

v _c7



Zikaz pouzivani nékterych neonikotinoidi

Jako kazdy pesticid maji i neonikotinoidy své nevyhody. Brzy se ukézalo,
ze predstavuji vysoké riziko nejen pro vcely, ale i ostatni necilové bezobratlé organismy
(Carreck, 2017). V navaznosti na nékolik studii a devastujicich umrti velkych kolonii
véel, jakozto vyznamnych opylovaci, se Evropska unie vroce 2013 rozhodla,
ze sucinnosti od 1. prosince 2013 zakdze pouzivani nékterych neonikotinoidi. Jedna
se konkrétné¢ o imidacloprid, clothianidin a thiamethoxam, jakozto ptipravky pro
oSetfovani semen rostlin, napt. fepky olejky (Brassica napus napus), které jsou pro véely
hlavnim zdrojem (Blacquiere a kol., 2012). Evropskad komise a nasledné Ustiedni
kontrolni a zkugebni Gstav zemédélsky (UKZUZ) zrusili povoleni pro prodej thiaclopridu
od 1. kvétna 2020, a lze spotiebovat jen zasoby do 9. ledna 2021. Divodem bylo
pfedevsim riziko kontaminace podzemnich vod metabolity thiaclopridu s moZnymi
Skodlivymi ucinky na lidské zdravi a dopad na vcely a dalSi necilové organismy

(Evropska komise, 2020; UKZUZ, 2020).

2.1.3. Thiacloprid

Thiacloprid {3-[(6-chloro-3-pyridinyl) methyl ]-1,3- thiazolan-2- yliden kyanamid}
(obr. ¢. 1) patti do skupiny chloronicotinylt. Jeho mechanismus ucinku je stejny jako

u vSech neonikotinoidt a spo¢iva v naruSeni nervového systému hmyzu (Breer a Sattele,
1987).

Cl N
Obr. & 1: Chemicky vzorec thiaclopridu (CHMU, 2020).

Utinna latka, ktera je dostupna od roku 2003, je obsazena v n&kolika réiznych
pesticidnich produktech (tabulka ¢. 2). VSechny tyto vyrobky jsou registrované
pod némeckou firmou spole¢nosti Bayer CropScience. Produkty s obsahem thiaclopridu
se pouzivaji nejcastéji ve formé postiiku, k ochrané proti skiidciim u fepky olejky, dale

pak k ochrané brambor proti mandelince bramborové (Leptinotarsa decemlineata) a


https://www.idnes.cz/wiki/obecne/ustredni-kontrolni-a-zkusebni-ustav-zemedelsky.K5100684
https://www.idnes.cz/wiki/obecne/ustredni-kontrolni-a-zkusebni-ustav-zemedelsky.K5100684

V neposledni fad¢ i stroml peckovin a jadrovin proti msicim. P¥ipravek SONIDO se od
ostatnich 1ii tim, Ze se pouziva ve formé& moftidla, a to k oSetieni kukufice. Spotieba latky
thiacloprid v Ceské republice v roce 2016 &inila témét 26 000 kg (1), z toho piiblizné 80
% bylo pouzito k oSetieni olejnin (Bayer CropScience, 2020).

Tabulka ¢. 2: Produkty firmy Bayer obsahujici thiacloprid (Bayer CropScience, 2020).

Obchodni nazev Uginna latka
BISCAYA 240 OD Thiacloprid 240 g-I1
CALYPSO 480 SC Thiacloprid 480 g-I!

PROTEUS 110 OD | Thiacloprid 100 g-I-* a 10 g-I"" Deltametrin

SONIDO Thiacloprid 400 g-I*

K oSetfeni zemé&d¢lskych ploch dochdzi zejména v jarnim obdobi v mésici dubnu
(CHMU, 2020) a dale také pied sklizni, kdy je doba aplikace zavisla zejména,
na ochrannych lhiitach jednotlivych ptipravkt (Bayer CropScience, 2020). Doba a zptisob
pouzivani thiaclopridu je jeden z faktord, které ovliviiuji vyskyt thiaclopridu ve vodnich
ekosystémech (Dobias a kol., 2018). To zavisi zejména na aktudlnich srazko-odtokovych
pomeérech, kdy se do povrchovych vod tento pesticid dostava zejména béhem intenzivnich
dest’, splachem z osetfenych ploch nebo pfimym vsakem do vod podzemnich (Morrissey
a kol., 2015). Dalsimi faktory, které ovliviiuji nebezpecnost thiaclopridu pro necilové
vodni bezobratlé organismy, jsou fyzikaln¢ chemické vlastnosti prostiedi a samotny
charakter latky i samotného organismu. Z fyzikalnich parametri fadime mezi
tynejvyznamnéjsi teplotu vody, kterd vyznamné ovliviluje metabolismus vodnich
zivodichu, coz muze vést k rychlejSimu vstiebavani toxikantu do organismu (Williams
a kol., 2003). Teplota vody je ovSsem velmi variabilni parametr, ktery je zavisly
na riznych vlastnostech prostfedi (napf. ro¢ni obdobi, nadmoiskd vyska, intenzita
slune¢niho zateni, velikost a hloubka vodni plochy apod.). Vzhledem k tomu, Ze postupné
na celém svété¢ dochazi ke globalnim klimatickym zméndm, kdy dochazi zejména

ke snizovani mnozstvi srazek a zvySovani primémé roc¢ni teploty, dochazi



tak i ke zvySovani primérnych teplot v povrchovych vodach (Novicky a kol., 2008;
CHMU, 2020).

Dulezita je ovSem i samotna vlastnost toxické latky. Thiacloprid je ve vodach i v padé
pomérné stabilni. Polo¢as rozpadu v pud¢ je 7 az 21 dni, ve vodach pfi anaerobnich
podminkach vSak muze pretrvat i déle jak jeden rok. Dale se tato latka vyznacuje velmi
dobrou rozpustnosti ve vodé (184-185 mg-1"1) a pomémé nizkou hodnotou log Kow pii 20

°C (1,26) (Kollmeyer a kol., 1999; CHMU, 2020).

Thiacloprid, dle platného globalné harmonizovaného systému (GHS) klasifikace
a oznacovani chemikalii s ozna¢enim podle véty ¢. 410 (vysoce toxicky pro vodni
organismy s dlouhodobymi G¢inky), by se viibec nemél dostat do kontaktu s vodnim
recipientem (Bayer CropScience, 2008). Toxicita thiaclopridu pro vybrané druhy vodnich

bezobratlych Zivogichi Zijicich v CR je uvedena v tabulce ¢. 3.

Tabulka €. 3: Toxicita thiaclopridu pro vybrané druhy Zivo¢icha.

Doba
Druh Latinsky nazev . ’ Koncentrace Zdroj
pusobeni
Jepice predjarni Baetis rhodani 96h LCso 4,60 pg-l1 PANNA (2020)
BlesSivec obecny Gammarus pulex 96h LCso 0,35 mg-I* PANNA (2020)
Hrotnatka velka Daphnia magna ECso 85,10 mg- - CHMU (2020)

Dostupné informace vSak nasvédCuji tomu, Ze koncentrace thiaclopridu,
ale i ostatnich neonikotinoidii ve vodach, nékolikanasobné piekracuji limitni koncentrace
(v CR 0,1 pg-1"). Koncentrace thiaclopridu v povrchovych vodach po celém svété byla
naméfena v rozmezich od 0,02 — 4,5 pg-1?%, v Ceské republice byla nejvysii koncentrace
0,57 pg-1" naméfena v roce 2016 na Lu¢ickém potoce v obci Olesnice (CHMU, 2020).
Nejvyssi zaznamenand koncentrace ostatnich neonikotinoidd, konkrétné imidaclopridu,
byla naméfena v povrchovych vodach Nizozemska a ¢inila 320 pg-17 (Van Dijk a kol.,
2013).



2.2. Biochemické parametry pouZivané jako biomarkery

Biomarkery

Oznaceni biomarker nesou veskeré méfitelné biologické, biochemicke, fyziologicke,
histologické a morfologické parametry uvnitt téla organismu nebo jeho produktech (napf-.
srst, moc), které vypovidaji o vzajemné interakci mezi zivym organismem a nebezpecnou
latkou. V obecném pojeti jsou biomarkery definovany jako casné varovné signaly
mozného poskozeni organismu. Jednd se zejména o reakce (biologické odpovédi)
organismu, na molekularni ¢i bunééné urovni, vykazujici urcitou métitelnou odchylku
od bézného stavu jedince, na Skodlivou latku pfijimanou z okolniho prostiedi (Van der

Oost, 2003; Paskerova, 2007).

Biochemické parametry pouZzivané v toxikologii

Ke zmé&nam, ke kterym u organismt dochazi béhem chronického plsobeni toxické
latky, dochdzi zejména u parametrii oxidacniho stresu, antioxidacnich biomarkert
a U biochemickych parametri hemolymfy/krve. Projevy téchto parametrti se vyskytuji
na bunéné¢ turovni u vSech organismi a patii mezi nejpouzivanéjsi biomarkery
negativniho ptsobeni Skodlivych latek na zivé organismy. U raka jsou tyto zmény
nejéastéji pozorovany zejména ve svalech, hepatopankreatu, zabrach a hemolymfé
(Hlavkova, 2018; Wang a kol., 2018). Tyto biomarkery vykazuji dostate¢né vysokou
specifickou odpovéd, a proto se daji oznacit za velice citlivé a také univerzalni

(Paskerova, 2009; Wang a kol., 2018).

2.2.1. Parametr oxidac¢niho stresu

Oxidacéni stres

Oxidacni stres je zplisobeny Skodlivymi produkty reaktivnich kyslikovych radikala
(ROS), které vznikaji redukci molekularniho kysliku a jsou to zejména peroxid vodiku
H202, hydroxilové anionty OH™ nebo superoxidovy anion O Tyto produkty jsou
schopny reagovat s vyznamnymi makromolekulami v buiikich, coz muze zptsobovat
inaktivaci enzymdu, oxidaci proteind, lipidni peroxidaci, naruSeni redoxni rovnovahy,
poruchu DNA a nakonec i smrt celé buriky ¢i organismu. ROS jsou pfirozenymi produkty

kazdé bunky a jejich mnoZstvi kontroluji antioxidacni systémy. V momenté, kdy je



systém naruSen toxickou latkou, za¢ne se mnozstvi ROS zvySovat, a to se nasledné

projevi zménou aktivity antioxidanti (Van der Oost, 2003).

Mezi parametry oxida¢niho stresu vyuzivané v testovani chronické toxicity, patii
zejména sledovani zmén lipidni peroxidace, jakozto jednoho z hlavnich dusledkt

oxidac¢niho stresu (Paskerova, 2007).

2.2.1.1. Lipidni peroxidace (LPO)

Lipidni peroxidace, jinak nazyvana také jako oxidace nenasycenych mastnych
kyselin, je disledkem selhdni antioxida¢niho systému, ktery jiz neni schopen dostatecné
regulovat mnozstvi ROS. Nastava tak situace, kdy ROS zaénou postupné napadat
nenasycené¢ mastné kyseliny v bunéénych membranach, coz vede ke zménam jejich
iontové propustnosti (Storey, 1995; Van der Oost a kol., 2003; Cazenave a kol., 2006).
Volné radikaly nejcastéji napadaji polyenové mastné kyseliny, kdy z jejich methylové
skupiny dokazou vytrhnout vodikovy atom (napf. u¢inkem OH"). Tento proces odstartuje
fetézovou reakci, kdy takto zasazena molekula, se sama stane volnym radikalem a zacne
tak napadat vedlejsi molekuly. Pfi tomto procesu, nebo jako jeji dasledek dochazi
k tvorbé primarnich (lipoperoxidy) a sekundarnich produkti. Mezi hlavni sekundarni
produkty patii zejména malondialdehyd (MDA), ktery je silné toxicky, dokaze se vazat

na jednotlivé bilkoviny a ménit tak jejich funkci (Fialova, 2012).

2.2.2. Antioxida¢ni parametry

Antioxidanty

Vzhledem Kk tomu, ze vySe zminéné volné radikaly pusobi na ostatni molekuly
oxidacné, latky, které tomuto vlivu brani, nesou nézev antioxidanty. Jedna se predevsim
o latky, které tvorbé volnych radikali bud’ ptedchdzeji (napt. katalazy a peroxidazy) nebo
je efektivné odstranuji (napt. superoxid dismutaza a glutation) a udrzuji tak v buiikach

rovnovazny stav (Racek, 2003).

Jednotlivé antioxidanty se navzajem dopliiuji a spolupracuji. Organismus je ohroZen
zejména ve chvili, kdy klesaji aktivity enzymu katalazy (CAT) a glutation peroxidazy
(GPx) a naopak aktivity enzymi superoxid dismutazy (SOD) se zvysuji. Cely systém je

zavisly na aktivit¢ enzyma (SOD, CAT, GPx, atd.) a soucinnosti neenzymatickych



antioxidantt (glutation, vitaminy, ubichinolio) uvnitf bun¢k (Racek, 2003; Van der Oost
a kol., 2003).

Mezi antioxida¢ni parametry pouzivané v testovani chronické toxicity, patii zejména
sledovani enzymatické aktivity SOD, CAT, glutation S-transferazy (GST) a hladiny
redukovaného glutathionu (GSH).

2.2.2.1. Superoxid dismutaza (SOD)

Superoxid dismutaza patii do skupiny metaloenzymii, jelikoz je tvofena zejména
z iontti kovii Cu?* a Zn?* (Van der Oost a kol., 2003). Tento enzym se nachézi ve viech
buiikdch v celém téle, nejveétsi mnozstvi se vSak vyskytuje v bunikéch detoxikacnich
organil (napf. jatrech/hepatopankreatu). Jejich antioxida¢ni ochrana spociva ve
schopnosti katalyzovat superoxidovy anion (O2") na peroxid vodiku (H202) (Oztiirk-Urek
a Tarhan, 2001).

Superoxid (O2) je jeden z nejbéznéjsich volnych radikali vyskytujici se v zivych
organismech (Bowler a kol., 1995; Babior, 1997). Vznikd zejména pii béznych
enzymovych reakcich nebo dychani. V piipadé napadeni bunék Skodlivou latkou, se
v prabéhu fagocytdzy aktivuje enzym NADPH-oxidaza, ktera vyvola tvorbu superoxidd,
které spole¢né s dalSimi latkami z ného vzniklého, plni svou funkci pii zneSkodnovani

nezadoucich latek v téle (Racek, 2003).

2.2.2.2. Katalaza (CAT)

Peroxid vodiku snadno pronika pfes jednotlivé membrany a vzhledem k jeho
dlouhému biologickému polocasu mtize oxidaci poskozovat jednotlivé bunky. Vétsi
hrozbu miZe predstavovat ve chvili, kdy se za uéasti prechodnych kovii Fe?*a Cu*, za¢ne
pfeménovat na vysoce reaktivni hydroxylovy radikal (Racek, 2003). Katalaza patii mezi
oxidoreduktazy, které katalyzuji ptenos elektronu a je jednim zenzymi, které se
Vv ochrannych organelach bunky (peroxizomech) podili na odstranéni nebezpecného
peroxidu vodiku rozloZenim na kyslik a vodu. Od peroxidadz se 1i8i tim, Ze na peroxid

vodiku ptisobi ve vysokych koncentracich (Aebi, 1984; Zamocky a kol., 2008).

Kataldza obsahuje zejména porfyrinové skupiny, které spolu s ionty Fe?* a Fe®*
(HEM) a atomy Mn, tvoii slouceniny, které se vyznamné podileji na funkci celého
systému (Racek, 2003; Van der Oost, 2003).



2.2.2.3. Glutation/dazy (GSH, GPx, GST, GR)

Glutation

Glutation (y-glutamylcysteinglycin) patii mezi neenzymové antioxidanty a je
soucasti velké skupiny detoxikacnich, metabolickych i transportnich procest. Jedna se
0 tripeptid, ktery se vyskytuje jak v redukované form¢ jako thiol (GSH), tak v oxidované
(GSSG) formé jako disulfid. Udrzovanim rovnovahy mezi redukovanou a oxidovanou

formou, je schopen také chranit skupiny sulfidovych proteinti (Voet a Voet, 2004).

Glutation peroxidaza (GPx)

Glutation peroxidaza je enzym, ktery zajiStuje pomoci katalyzy redukci H20-
a zaroven oxidaci GSH na GSSG a H20. Pro spravnou funkci glutation peroxidazy je
nezbytny dostateény piisun GSH, za jehoZ obnovu je zodpovédny enzym zvany glutation

reduktaza (GR) (Racek, 2003).

Glutation reduktaza (GR)

Glutation reduktaza dokaze katalyzovat pieménu GSSG na GSH za pomoci
pyridinového koenzymu NADPH. Tato dilezita schopnost ma za diasledek udrzovani
rovnovahy mezi GSH a GSSG (Van der Oost a kol., 2003).

Glutation S-transferaza (GST)

Glutation S-transferaza patii do skupiny multifunk¢nich enzymd, které se vyskytuji
zejména v cytosolu jaternich bunék, kde zajist'uji reakci GSH se Skodlivou cizorodou

latkou (Ballantyne a kol., 1999).

2.2.3. Parametry biochemického profilu hemolymfy/krve

Biochemicky profil hemolymfy raki, podobné jako biochemicky profil krevni
plazmy ryb, nam poskytuje obraz toho, co se d&je uvnitf organismu pii vystaveni
Skodlivym latkam ¢i jiné zméné prostiedi (napf. zména teploty) (Kolafova a Velisek,
2012; Stara a kol, 2016). V moment¢, kdy dojde k napadeni organismu toxickou latkou,
zacnou buniky uvoliovat urCité enzymy a latky do hemolymfy coz se projevi jejich
kolisanim (Banaee a Ahmadi, 2011). Zmény téchto parametrd tak mizou u raki znadit

poskozeni tkani, stres, inavu, bolest nebo nemoc (Stara a kol., 2019). Biochemicky profil



hemolymfy ndm tedy nabizi celkovy pohled na zdravotni stav daného organismu (Doubek

a kol., 2003; Hawkins a Mawdesley-Thomas, 2006).

Glukoza

Glukoza, patii mezi jednoduché cukry, které vSem zivym organismim slouzi jako
lehce dostupny zdroj energie (Zavodska, 2006). Zmény koncentrace glukozy v plazmé
U vodnich organismi, jsou ¢asto hlavnim duisledkem zvySeného stresu. V momentg,
kdy je v krvi/hemolymf& nedostatek glukdzy, mize dochazet k akutnimu selhani jater,

z diavodi rychlého vycerpani glykogenu (Kolafova a Velisek, 2012).

Amoniak

Amoniak (NHz) je odpadni latka, kterou ryby i raci, vylucuji zejména zabrami,
jako vysledny produkt jejich traveni (Kozak a kol., 2013; Velisek a kol., 2014). Obsah
amoniaku v plazmé, je zavisly na mnoha vnéjsich i vnitinich faktorech a pokud dojde
k jeho hromadéni v téle organismi (napf. v krvi ryb) mize vést az k autointoxikaci
organismu. Koncentrace amoniaku Vv krvi/hemolymfé, je zavisla také na obsahu
dusikatych latek v potravé (Velisek a kol., 2014).

Cytoplazmatické a mitochondridlni enzymy

Ve chvili, kdy se za¢ne ménit propustnost jednotlivych bunék ¢i dojde k jejich
odumirani, zatnou se zbuné¢k do krve uvolovat jednotlivé cytoplazmatické

a mitochondrialni enzymy.

Asparat aminotransferaza (AST) je enzym, ktery se nachdzi zvétsi cCasti
V mitochondriich, zejména v jaternich a svalovych bunkach. AST, ktery se nachazi
V cytoplazmé, je do krve/hemolymfy uvolfiovan zejména pii zvySené propustnosti
bunééné membrany, naopak AST, ktery je obsazen v mitochondriich,
se do krve/hemolymfy za¢ne uvoliovat, az ve chvili, kdy dojde k vyraznéj§imu poruseni

buriky. Zvyseni aktivity AST muze vypovidat zejména o poruseni svalové tkané (Folmar,

1993).
Mezi dalsi cytoplazmatické enzymy fadime alanin aminotransferazu (ALT), ktera se
nachazi zejména v jaternich bunkach a zvySeni jeji aktivity Vv krvi/hemolymf€ miZze

poukazovat na toxické poskozeni jater (Neff, 1985).



DalSim vyznamnym enzymem je kreatinkinaza (CK), kterd se nachazi zejména
ve svalovych tkanich. Zména jeji aktivity je vétSinou disledkem poskozeni svaloviny

nebo intoxikace (Kolafova a Velisek, 2012).

V neposledni fadg, je také dilezity enzym laktat dehydrogendza (LDH), ktery se také
fadi mezi cytoplazmatické enzymy. Tento enzym a zejména pak zvyseni jeho aktivity,
muze nasvédCovat akutnimu selhani jater nebo jejich toxickému poskozeni (Kolarova
a Velisek, 2012).

Mineraly (Vapnik a hoi¢ik)

Vépnik a hoicik jsou dillezité esencialni prvky a patii mezi nepostradatelné soucasti
vSech bun€k. Pro raky je dllezity zejména vapnik v obdobi svlekéani, kdy maji raci
zvySené naroky mineral pro tvorbu nového krunyie (exoskeletu). Obsah vapniku
Vv hemolymf€ raki tak mize souviset s fazi svleku (Stara a kol., 2016). Kolafova a Velisek
(2012) také uvadi, Ze snizena koncentrace vapniku v krvi ryb mize mit souvislost
s onemocnénim kosterni soustavy nebo ledvin. Hoicik je zase spojen s dilezitym

enzymem acetylcholinem, ktery ma za ukol spravnou funkci nervovych prenost.

Proteiny krevni plazmy

Proteiny v plazm¢ jsou z velké ¢asti tvofeny albuminy (ALB) a dale také globuliny
(GLOB). Zvysené mnozstvi celkovych proteinii (TP) miize poukazovat na bunétné
poskozeni ledvin a jater (Walmsley a kol., 1992). Velisek a kol. (2014) uvadi, Ze snizené

mnozstvi téchto latek, znaci déle trvajici infekci nebo otravu.



2.3. Raci (Astacidea)

2.3.1. Obecna charakteristika raku

Raci jsou nejvétsi zastupci sladkovodnich bezobratlych zivocichti. V zivotnim
prostiedi plni dilezité funkce a bez jejich existence by bylo prostfedi velmi ohrozeno.
Ve volné piirod¢ je totiz mizeme najit v riznych typech vodnich ekosystémi. Nachazeji
se v oblasti tekoucich nebo stojatych vod. Osidluji riizna stanovisté od drobnych potoki
pies veletoky 1 Gsti fek, tiné, baziny, rybniky, jezera nebo piehrady. Vyhledavaji zejména
skrytd mista jako jsou rizné podvodni kofenové systémy, kamenité Gtvary, husté porosty
vodnich rostlin nebo si v mékkém substratu vyhrabavaji nory (Holdich, 2002; Kozak
a kol, 2013).

Momentalné je popsano vice jak 640 druhti rakt (Crandall a Buhay, 2008). Piivodni
druhy raki miizeme najit téméf po celém svéte, vyjimku tvoti pouze Antarktida a Afrika

ey

(kromé endemického druhu zijiciho na Madagaskaru). Nejvétsi biodiverzita je rozsifena

cvwr

najdeme v Evropé (Holdich. 2002; Souty-Grosset a kol., 2006).

Raci jsou sladkovodni korysi (Crustacea), ktefi spadaji do fadu Decapoda. Latinsky
nazev Crustacea je odvozen z latinského slova crusta (skotapka ¢i schranka), diky
kterému dostali tito Zivodichové sviij nazev (Stamberkova, 2009). Télo raki je totiz
pokryto tvrdym a pevnym krunyfem (exoskeletem). Exoskelet raka obsahuje zejména
chytin, dale pak proteiny, lipidy, aminokyseliny a mineralni soli (fosfore¢nan a uhlicitan
vapenaty). Svoji schranku raci v pravidelnych intervalech svlékaji (Zarenkov, 1982).
V obdobi té€sné pred a po svlékani se rak stava nejzranitelnéjSim (Kozak a kol, 2013).
Proces svlékéani je pro raky velice narocny, protoze dochazi k tad¢é fyziologickych,
biochemickych a anatomickych zmén (Reynolds, 2002). Vzhledem k absenci tvrdého
krunyie se tak z rakl jednoduSe stavaji obéti predatort. Hager (1996) mezi
nejvyznamngjsi predatory tadi hlavné ryby jako uhote, pstruhy, kapry nebo okouny.
Dal8imi vyznamnymi predatory jsou i vydry, norci nebo ondatry (Ackefors, 1998).

vvvvv

samotného predatora jinych vodnich bezobratlych (Reynolds, 2011). Jelikoz do jejich

jidelni¢ku miizeme zatradit Sirokou Skélu potravy, fadime raky mezi vSeZravce. Mezi jeji



zakladni slozky patii zejména detrit, fasové narosty, makrofyta, bezobratli zivocichové,
jikry nebo ryby. Obsah jidelnicku zavisi také na potravni nabidce, fazi svlékani

¢i rozmnozovani (Goddard, 1988).

Raky fadime mezi gonochoristy, avsak nékteré druhy jsou schopni se rozmnozovat
pomoci partenogeneze. V obdobi pareni jsou raci aktivni ve vyhledavani svého partnera.
Cely proces je fizen hormonalné a je ovliviiovan hlavné teplotou vody a fotoperiodou

(Kozak a kol., 2013).

2.3.2. Zakladni morfologie a anatomie raku

Dv¢ hlavni Casti, z kterych se sklada télo raka se nazyvaji hlavohrud’ (cephalothorax)
a zadecek (abdomen). Vrchni ¢ast a boky hlavohrudi pokryva jednotny krunyft (karapax),
ktery vybihd ventrdlnim smérem a vytvaii tak Spicaty Celni trn (rostrum), na kterém
muiZeme u nékterych druhii vidét drobné trny. Po stranich vyriistd jeden par slozenych
o€, které jsou chranény rostrem. Za o¢ima se na hlavohrudi nachézi jeden nebo dva pary
podélnych (postorbitalnich) list, které jsou dilezitym znakem pii rozpoznavani druht.
Na horni ¢asti krunyte jsou zietelné tii ryhy. Pficna ryha, nazyvana cervikalni, vybiha
do oblouku kaudalnim smérem. Za ni se nachazi par podélnych (zabernich) brazd, které
vybihaji smérem k zadecku a vymezuji tak ¢ast Stitu, ktery je ptichyceny k t€lu. Abdomen
je tvoren ze Sesti Clankii po stranach spojenymi pohyblivymi klouby a mezi ¢lanky
mekkou blanou. Zadecek je zakoncen ocasni destiCkou (telson), na kterém se nachazi fitni
otvor (Stambergova a kol., 2009; Kozak a kol. 2013). Pohyblivé konéetiny vyristaji
Z kazdého pravého télniho ¢lanku, kromé ocasni ploutvicky. Na hlavové ¢asti vyristaji
dva pary tykadel (antenuly a anteny), kusadla (mandibuly) a dva pary Ccelisti
(maxily 1 a II). Dal8ich osm parG vyrusta z hrudni Casti téla, prvni tfi pary piiastnich
nozek (maxilopody) usnadiiuji manipulaci s potravou. Zbylych pét parti koncetin jsou
kracivé nohy (pereopody). Prvni pér pereopod je ze vSech koncetin nejvyrazngjsi,
nejsilngjsi a nejmohutnéjsi, jelikoZ se na jeho konci nachazi robustni klepeta. Zbytek
kra€ivych nohou jsou oproti prvnimu paru drobné a vSechny srovnatelné velké. Druhy
a tfeti par kracivych nohou nese také klepeto, avSak vyrazné mensi a pomérné nenapadné
a posledni ¢tvrty a paty par je bez klepitek. Zbytek koncetin se nachazi na zadecku, slouzi
zejména k ptrivadéni okysli¢ené vody k Zabernim komoram, u samic jesté navic ke kladeni

vajicek. Kazdy zadeCkovy clanek, kromé telsonu nese jeden par koncetin. Prvnich pét



pari nazyvame peleopody, zatimco u samcl jsou prvni dva pary prtizpisobeny
ke kopulaci (gonopody I a IT) u samic je prvni par redukovany. Posledni nozky (uropody)
jsou zcela odlisné od vyse zminénych, jsou to spiSe ploché desticky, které spolu
s telsonem plni funkci rychlého uprku pied predatorem (Stambergova a kol. 2009; Kozak
a kol. 2013).

Svalova soustava v téle raku se sklada z pfiéné pruhovaného svalstva a podoba se
svaloving¢ obratlovcl. Nejvétsi mnozstvi svaloviny se nachdzi na zadeCku a také
ve velkych klepetech. Dychaci soustavu zajiStuji predevSim zabry, které se nachazeji
na obou stranach hlavohrudi schované v Zaberni komote. Kromé respiracni funkce
zajist'uji zabry i vyluovani oxidu uhli¢itého a amoniaku, hyperfiltraci odpadnich latek,
virti a patogenti nebo tvorbu hlenu, ktery napomaha ¢isténi zaber (Vogt, 2002; Kozak
a kol., 2013). Cévni soustava rakti ma otevieny krevni ob&h. Tepny piivadéji hemolymfu
piimo od srdce do dutin mezi vnitini organy. Hemolymfa je slozena z krvinek (hemocytt)
a mizy (plazmy) a tvoti az 27 % objemu celého t€la. Hemocyty se skladaji ze tii typu
bunék. Prvnim typem jsou hyalinové bunky, které odpovidaji za srazlivost hemolymfy.
Zbyl¢é bunky se nazyvaji semi-granulocyty a granulocyty. Ty zajistuji v téle raka napft.
spravny chod imunitniho systému nebo oznaCovani jednotlivych patogenti pomoci
melaninovych pouzder. Plazma se sklada zejména z vody, iontti, bilkovin a cukrt, avSak
obsah téchto latek se Casto méni v zavislosti na fyziologickém stavu raka. Travici
soustava raki se sklada z ust, jicnu, ptedniho zaludku, hepatopankreatu, zadniho zaludku,
stfeva, konecniku a fitniho otvoru. Hepatopankreas je slinivko-jaterni zlaza, ktera
je ukryta v hlavohrudi raka a je zodpovédna zejména za tvorbu travicich enzymd,
latkovou pfeménu cukrt, zajisténi dostatecného mnozstvi vapniku a ukladani nékterych

tézkych kovti (Kozak a kol., 2013).

2.3.3. Rak mramorovany (Procambarus virginalis)

Rak mramorovany (v minulosti oznacen jako Procambarux fallax. f. virginalis), nyni
aktualné oznacen pod latinskym nazvem Procambarus virginalis je pivodem ze Severni
Ameriky konkrétné ze stati Florida a Georia (Taylor a kol., 2007). Ve svém pivodnim
aredlu rozsifeni obyva zejména nevysychajici oblasti tekoucich a stojatych vod, kde si
vytvaii primitivni nory (Hobbs, 1981; Hendrix a Loftus, 2000; Dorn a Trexler, 2007).
Idealni teplota vody se pro tento druh pohybuje v rozmezi mezi 18 a 25 °C, kratkodobé



(obdobi nékolika tydni) dokaze snéset i teploty pod 8 a nad 30 °C, kdy se vSak vyrazné
zpomaluje jeho metabolismus a dochazi tak k zastaveni rlstu i rozmnozovani. Rak
mramorovany je znamy zejména diky svému zpisobu reprodukce, rozmnoZzuje se totiz
partenogeneticky (Scholtz a kol., 2003; Vogt a kol., 2004; Martin a kol., 2007). Tato
forma, vSak neni v mist¢ svého pavodniho rozsifeni zndma, poprvé byla popsana
az vV Evropé koncem 20. stoleti akvaristickymi chovateli (Lukhaup, 2001). Postupné,
se tato forma raka, s rostoucim zajmem akvaristi a jejich nezodpovédnému vypousténi
rakil do volnych vod, zacala rozSifovat po celém svété, a to jak v zemich Evropy napf.
Vv Nizozemsku, Italii, Némecku nebo Slovensku, tak i ve statech ostatnich kontinentd,

napf. v Japonsku nebo na Madagaskaru (Kozak a kol., 2013).

Rak mramorovany patii mezi mensi druhy rakd, jeho obvykla celkova délka téla je
do 10 cm, miiZe vSak dosahovat 1 délky maximalné 13 cm. V laboratornich podminkéach
se prumérne doziva dvou let, pouhych 10 % jedinct se dozije vice jak tii let, jedna se tedy
o pomérné kratkoveéky druh. K tak brzkému umrti dochazi zejména béhem netispésného
svlékani (Pockl a kol., 2006; Vogt, 2010). Rak je charakteristicky svym napadnym
mramorovanim, které vynika na zeleno-hnédém téle, zejména na bocich hlavohrudi. T¢lo
raka je jemné, pouze S par trny za tylni c¢asti. Na hlavohrudi najdeme pouze jeden par
postorbitalnich list. Klepeta jsou malé a jemné¢ zrnita s vyraznym trnem na zapésti klepet

(Holdich a kol., 2006).

Jak bylo jiz na zacatku zminéno, tento druh raka se rozmnozuje pouze
partenogeneticky, tzn. bez pfitomnosti samcti. Pohlavni dospélosti dosahuji samice
V zavislosti na teploté vody pfiblizn¢ kolem 25 az 34 tydnt zivota. P¥i vhodnych
podminkach jsou schopny se opakované rozmnozovat n¢kolikrat do roka (Holdich a kol.,
2006; Vogt, 2010). Jedind samice chovand v zajeti, je schopna vyprodukovat béhem
jednoho reprodukéniho cyklu az 400 ks vajic¢ek o velikosti 1,5 — 1,9 mm. Inkubaéni doba
trva pomérné kratkou dobu a pfi vysSich teplotach dosahuje 2-3 tydni (Seitz a kol., 2005;
Holdich a kol., 2006).

Jak vyplyva z vySe popsanych informaci, tento druh raka je velice nenaro¢ny
a oblibeny jak v zajmovych chovech akvaristi, tak 1 mezi védci, a to zejména pfi riznych
odbornych studiich. Jedna se v8ak o nepivodni druh raka, ktery ptinasi i ur¢ité miry rizika

pro nas ekosystém, a to nejen diky své schopnosti se partenogeneticky rozmnoZovat



n¢kolikrat do roka nebo své agresi, ale zaroven patii mezi potencialni pienaseCe

nebezpecného rac¢iho moru, ktery je pro nase ptivodni raky smrtelny (Kozék a kol., 2013).

3. Material a metodika

Vliv koncentrace, teploty a doby piisobeni thiaclopridu na biochemické parametry
raka mramorovaného byl sledovan pomoci chronického testu toxicity. Raci byli rozdéleni
do jednotlivych skupin a vystaveni vybranym koncentracim thiaclopridu za riznych
teplotnich podminek. Béhem chronického testu se pravidelné sledovaly zmény chovani
a fyzicky stav rak a fyzikdln¢ chemické parametry vody. Déle se také pravidelné

odebiraly vzorky tkani a hemolymfy pro vyhodnoceni vlivu na biochemické parametry.

Pro vyhodnoceni oxidac¢nich parametri, aktivity a hladiny antioxidantl v tkanich
a pro stanoveni biochemického profilu hemolymfy, bylo nutné u kazdého raka odebrat
vzorky hemolymfy, zaber, svali a hepatopankreatu. Postupy pro zjisténi biochemickych

parametra byly provadény podle jednotlivych metod.

Testovani probihalo v akvarijnich mistnostech a laboratofich vodni toxikologie
a ichtyopatologie na Fakulté rybaftstvi a ochrany vod, ve Vyzkumném tustavu rybarském

a hydrobiologickém Jihoceské univerzity ve Vodianech.

3.1. Priprava a pribéh chronického testu toxicity

Experimentalni organismy a chemikalie

Vliv chronické toxicity byl zkouman na raku mramorovaném (obr. ¢&. 2).
Pro experiment, byli vybrani pfiblizné stejné¢ velci dospéli jedinci o primérné délce
hlavohrudi 26,14 + 2,87 mm (méfeno od $picky rostra po konec telsonu) a hmotnosti 5,48
+ 1,67 g, ktefi jevili znamky dobrého zdravotniho stavu. Pro testovani bylo potieba 216
ks raka mramorovaného, ktery pochazel z vlastniho chovu Fakulty rybafstvi a ochrany
vod, Vyzkumného ustavu rybaiského a hydrobiologického ve Vodnanech, Laboratote

sladkovodnich ekosystémtl.



Obr. ¢. 2: Rak mramorovany (Foto: Autor).

Pro experiment byl pouzit analyticky standard thiaclopridu, o ¢istoté 99,9 % od firmy
Sigma Aldrich, CZ.

Skupiny raku a priprava akvarii

Pfed samotnym experimentem byli raci ndhodné rozdé€leni do 12 akvarii a 7 dni
aklimatizovani do samotného zacatku experimentu. V kazdém akvariu bylo 18 raku
a kazda sledovana koncentrace i kontroly byly provedeny v opakovani (celkem bylo 36
raku pro kazdou testovanou skupinu). Rozd¢leni raka do skupin a pfislusné koncentrace

a teploty jsou uvedeny v tabulce ¢. 4.

Tabulka €. 4: Jednotlivé skupiny rak, teploty a koncentrace thiaclopridu.

Skupina €. Nazev skupiny thi}zg;:) (:_?;La;‘:_ld Teplota vody
1 K17 0 17 °C
2 TEN 17 4,5 17 °C
3 TLC 17 64,6 17 °C
4 K23 0 23°C
5 TEN 23 4,5 23°C
6 TLC 23 64,6 23°C

Testovani dvou sledovanych koncentraci thiaclopridu a kontroly (K) probihalo pti
dvou rozdilnych teplotach 17 a 23 °C. Pro sledovani chronického vlivu thiaclopridu byla
vybréana nejvyssi zjisténd environmentalni koncentrace 4,5 pg-1" (TEN) zjisténa v povodi

Labe (SiiB a kol., 2006) a koncentrace 64,6 ug-1" (TLC), ktera odpovidd 10% hodnoté



96hodinové letalni koncentraci pro raka mramorovaného (Strouhova, 2018). Zasobni
roztok thiaclopridu byl ptipraven v destilované vodé. Kontrolni raci byli v ¢isté vodé bez

obsahu thiaclopridu.

Do kazdého akvaria 0 velikosti 100 | bylo dano 20 I vody a odpovidajici mnozstvi
thiaclopridu. Voda v akvariich se pravidelné 3x tydné ménila za novou lazen, a to kazdé
pond¢li, stiedu a patek. V kazdém akvariu byly umistény plastové ukryty, aby se piedeslo
piipadnému kanibalismu a vzajemné agresivité raka (obr. ¢. 3). Voda v akvariich byla
vytemperovana pred vyménou v akumulacnich kadich na teplotu zhruba 17 °C, coz
odpovidalo i teploté akvarijni mistnosti. Teplota 23 °C byla udrzovana v akvariich

pomoci elektrickych akvarijnich pfimotop.

Obr. ¢. 3: Akvaria s jednotlivymi tkryty (Foto: A. Stard).

Podminky a priibéh chronického testu

Kazdy den byly sledovany fyzikaln¢ chemické parametry vody. V akvariich
s teplotou vody 17 °C, byla zaznamenana teplota 16,71 + 0,72 °C, koncentrace
rozpusténého kysliku 91,19 + 3,77 % a pH 7,7 = 0,10. V akvariich s teplotou vody 23 °C
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se teplota pohybovala v rozmezi 22,5 + 0,95 °C, koncentrace rozpusténé kysliku 86,83 +
4,25 % a pH 7,82 £+ 0,21. Svételné podminky byly nastaveny v rezimu 12 hodin svétlo
a 12 hodin tma. Dalsi fyzikalné¢ chemické parametry vody byly sledovany v téchto
koncentracich: KNK 4,5 mmol-1?, suma vapniku a hotéiku 8,91 mg-1?%, celkovy
amoniak 0,03 mg-1", NO, 0,02 mg-1?, NOs™ 5,92 mg-1?, PO4* 0,02 mg-1* a CHSKwmn
1,1 mg-1t. Koncentrace thiaclopridu ve vodé byla analyticky stanovovdna metodou
kapalinové chromatografie (HPLC-MS/MS) (Hao a kol., 2015) a béhem zkousek neklesla
pod 95% nominalni koncentrace. Stanoveni koncentrace nebylo soucasti diplomové prace

a bylo provedeno formou sluzby.

Délka testu trvala celkem 56 dni. Z toho v prvnich 28 dnech (faze expozi¢ni) byli raci
vystaveni vybranym koncentracim zkoumané latky a ve zbylych 28 dnech probihala tzv.
faze zotavovaci (depuraéni), kdy byli raci presunuti do ¢isté vody bez obsahu zkoumané

latky thiaclopridu.

3.2. Odbér a priprava vzorki k analyze

Priubéh jednotlivych odbéri

Odbér vzorka probihal po 7, 14 a 28 dnech expozice a dale pak po dalSich 14 a 28
dnech depurace. Pii kazdém odbéru byly z kazdého akvaria nahodné odebrany 3 ks raka
(6 ks za skupinu). U kazdého jedince byla zaznamenana jeho hmotnost a délka
hlavohrudi. Raci byli nasledné pfemisténi do misy s drcenym ledem z ditvodu zpomaleni

jejich zivotnich funkci a naslednému usmrceni.

Poté se u kazdého jedince odebraly vzorky hemolymfy (obr. ¢. 4). Odbérovy material
(zkumavky a injekéni stiikacky) bylo nutné tésné pred odbérem oSetfit protisraZecim
ptipravkem 0,01 ml heparinu sodného na ml hemolymfy (Heparin inj., LéCiva, Praha).
K odbéru byla pouzita jednorazova injekcni stiikacka a vzorek byl ihned umistén
do uzaviratelnych zkumavek. Aby doslo k fadnému propojeni hemolymfy s heparinem,
bylo nutné je po dobu 15sjemné protiepavat a nasledné 10 minut centrifugovat
pfi 10 000 rpm. Odstfedény supernatant byl opatrné odebran a uchovan
v mikrozkumavkach v mrazaku pti -80 °C pro dalsi zpracovani. Vzorky hemolymfy

Z prvniho odbéru (7. den expozice) byly Spatn€ heparizovany a doSlo k jejich sraZeni.



Nebylo je tedy mozné pouzit pii dal§im zpracovani a vyhodnoceni, a proto nejsou 7. den

experimentu hodnoty parametri hemolymfy ve vysledcich uvedeny.

Dale byly odebrany vzorky hepatopankreatu, svalu a zaber (obr. ¢. 4). Ty bylo nutné

do dalsiho zpracovani uchovavat pti teploté — 80 °C v mrazicim boxu.

Obr. ¢. 4: Odebirani vzorkt tkani a jednotlivé vzorky ve zkumavkach (Foto a Gprava: Autor).

Priprava vzorku k analyze — homogenizace vzorku

Pfi dal$im zpracovani byly vzorky tkani vzdy uchovavany na Supinkovém ledu, aby
nedoslo k jejich rozmrznuti a znehodnoceni. Z kazdého vzorku bylo do ¢isté zkumavky
pfidano pfiblizné 0,15 — 0,18 g tkan€ a Gmérné mnozstvi homogeniza¢niho pufru

v poméru 1 ml pufru na 100 mg tkané.

Pro stanoveni CAT a SOD se pouzil pfedem pfipraveny PP pufr o koncentraci 50 mM
KH2PO4 s obsahem 1mM EDTA (pH 7,4) v destilované vod¢. Pro stanoveni ostatnich
parametri. byl pouzit PBS pufr sobsahem 0,8% NaCl, 0,02% KCI, 0,29%
Na;HPO4-12HO a 0,02% KH:POs (pH 7,2). Takto pfipravené vzorky byly
homogenizovany na rota¢nim homogenizatoru (TissueLyser II, QIAGEN®) po dobu 5
minut a pfi dalsim zpracovani stale uchovavany na ledu. Dale byly vzorky zpracovany

dle jednotlivych metod (obr. €. 5).



3.3. Jednotlivé metody stanoveni biochemickych parametri

3.3.1. Metoda pro stanoveni proteinii

Chemikalie a ¢inidla:

- BSA standard (bovinni albumin),

- BCA ¢inidlo A: Bicinochoninic acid solution — Sigma Aldrich (B-9643),
- BCA ¢inidlo B: Copper (I1) sulfate — Sigma Aldrich (C-2284),

- 0,1M NaOH.

Postup metody:

Do pfedem piipravenych zkumavek se 30 pl zhomogenizovaného vzorku bylo
piidano 570 ul 0,1M NaOH a obsah byl fadné promichan na vortexu. Takto ptfipravené
vzorky se nechaly po dobu 24 h inkubovat pii pokojové teploté 20 °C.

Podle tabulky ¢. 5 se do jednotlivych mikrozkumavek piipravila standardni
koncentracni fada. Po fadném zamichani vzorki na vortexu bylo pipetovano 10 ul
kazdého vzorku do mikrotitracni desticky, a to vcetné vzorkli z koncentracni tady,

ve dvou opakovanich.

Nasledné¢ bylo smichéno 58,8 ml BCA cinidla A s 1,2 ml BCA ¢inidla B a obsah byl
promichdn na vortexu. Takto vzniklé Cinidlo bylo v mnozstvi 200 ul pipetovano

ke kazdému vzorku multikanalovou pipetou do mikrotitra¢ni desti¢ky.

Mikrotitracni desticka byla ptikryta folii a po dobu 30 minut pii 37 °C inkubovana
v termoboxu (Biological Thermostat BT 50). Po inkubaci byly vzorky ihned méfeny
ve spektrofotometru pii vinové délce 562 nm proti blanku. Vysledné barevné zbarveni

proteint je zobrazeno na obr. ¢. 6.

K méfeni byl vyuzit spektrofotometr typu TECAN Infinite M200 (TECAN Austria

GmbH). Na tomto pfistroji byly méfeny i ostatni sledované biomarkery.

Vyvhodnoceni vysledki:

Vysledné hodnoty koncentrace proteinii v mg-ml™ v jednotlivych vzorcich, byly

vypocteny na zéklad¢ kalibracni kiivky.



Tabulka €. 5: Tabulka pro kalibraci proteint.

Vzorek K°"°(‘:';';‘:'1‘; 2cd BSA (mg-ml-) NaOH (ul)

S1 1000 250 pl (1 mg BSA - 1 ml*NaOH) 0

S2 800 200 pl S1 50
s3 400 100 I S2 100
s4 200 100 I S3 100
S5 100 100 i S4 100
S6 50 100 I S5 100
s7 25 100 I S6 100
S8 12,5 100 I S7 100
BL Blank 0 100

Obr. &. 5: Zpracovani vzorkt dle jednotlivych metod v laboratofi (Foto: A. Stara)



3.3.2. Metoda pro stanoveni enzymatické aktivity superoxid dismutazy (SOD)

Princip metody:

Metoda je zalozena na schopnosti SOD inhibovat reakce ftizené superoxidy.
K vytvotfeni takovych superoxidii se vyuziva systétm NADH (nikotinamid adenin
dinukleotid) a PMS (phenazin methosulfonat). Takto vzniklé superoxidy jsou detekovany
pomoci NBT (nitroblue tetrazolium), jenz dohromady tvofi stabilni modré zabarveni

(obr. ¢. 6), které je nasledné spektrofotometricky méfeno (Ewing a Janero, 1995).

Chemikalie a ¢inidla:

- Homogenizac¢ni pufr 50 mM PP pufr (KH2PO4) s 1 mM EDTA (pH 7,4),
- 50 mM PP pufr s 0,1 mM EDTA (pH 7,4),

- 60 uM NBT v PP pufru,

- 100 uM NADH,

- 35 uM PMS (phenazine methosulfonate),

- vSechny chemikalie byly uchovavany v Seru a na ledu.

Postup metody:

Nejdiive byly vzorky vlozeny na 30 minut do centrifugy pii 15 0000 rpm a 4 °C.
Nasledné bylo do mikrotitra¢ni desticky (vzdy ve 3 opakovanich) pipetovano 25 ul
zhomogenizovaného vzorku/blanku (PP pufru) a k tomu multikanalovou pipetou
piipipetovano 200 pl PP pufru s NADH a NBT. Takto pfipravené vzorky byly vlozeny
do spektrofotometru a pii vinové délce 560 nm méteny po dobu 2 minut s 20sekundovymi
intervaly. DalSim krokem bylo nastartovani samotné reakce. To se provedlo ptidanim
25 ul 35 uM PMS. Po Ssekundovém tiepani se po dobu 5 minut s 20sekundovymi

intervaly zméfila kinetika reakce pfi vinové délce 560 nm.

Vyvhodnoceni vysledki

Vysledna hodnota SOD aktivity byla vypoctena na zékladé¢ zméfenych smérnic
kiivek (Sm. ki) a podle néasledujiciho vzorce byla vyjadiena v nmol NBT-min*-mg*
proteint.

(Sm. ki blanku + sm.k¥. smési se vzorkem/min) — sm. Kf.s PMS se vzorekem/min

. . — ' 6
SOD aktivita 0,6791 - 15000 - (mg - ml~!proteinu) 1




3.3.3. Metoda pro stanoveni enzymatické aktivity katalaz (CAT)

Princip metody:

Tato metoda vyuziva schopnost CAT ménit peroxid vodiku na kyslik a vodu. Pomoci
spektrofotometru se zaznamenava pokles absorbance zkoumaného vzorku s peroxidem
vodiku (obr. ¢. 6) a nasledné se pomoci rovnice vyhodnoti mira aktivity enzymu CAT

(Aebi, 1984).

Chemikalie a ¢inidla:

- Homogenizac¢ni pufr 50 mM PP pufr (KH2PO4) s1 mM EDTA (pH 7,4),
- TRIS EDTA pufr (50 mM TRIS pufr s 0,1mM EDTA (pH 7,6),
- 0,09% H20, v 50 mM TRIS EDTA pufrus 0,1mM EDTA (pH 7,6).

Postup metody:

Nediive byly vzorky vlozeny na 30 minut do centrifugy pti 15 0000 rpm a 4 °C.
Nasledné¢ bylo tfeba vzorek z divodu vysoké koncentrace natedit dle druhu tkan¢ s PP
pufrem (pomér vzorku : PP pufru= 20 pl : 480 ul). Takto nafedéné vzorky se promichaly
na vortexu a poté bylo do mikrotitracni (UV) desticky pipetovano 50 ul ziedéného vzorku
a 250 ul 0,09% H202 v50 mM TRIS EDTA pufru s 0,ImM EDTA. Mikrotitracni
desticky byly rychle vlozeny do spektrofotometru, kde byly promichany a ihned méfeny

pii vinové délce 240 nm po dobu 1 minuty a to ve 3 opakovanich.

Vyhodnoceni vysledki:

Konecné hodnoty aktivity CAT se vyjadrily pomoci smérnice kiivky za minutu,
od které se odeCetla smérnice blanku. Vysledna hodnota byla nasledné vypoctena podle

nésledujici rovnice a vyjadfena v pmol H,O2-min-mg™ proteint.

o Smérnice krivky
CAT aktivita = 0°

39,4 -1 - (mg- ml~!proteinu) '



3.3.4. Metoda pro stanoveni enzymatické aktivity glutation S-transferazi (GST)

Princip metody:

Pro stanoveni aktivity GST se pouzivd metoda, ktera je zalozena na
odhaleni konjugatu (obr. ¢. 6) mezi redukovanym glutationem a CNDB
(1-chloro-2,4-dinitrobenzen), jakoZto bézné pouzivanym substratem (Habig a kol., 1974).

Chemikalie a ¢inidla:

- PBS pufr (pH 7,2),
- 10 mM roztok redukovaného GSH (MW=307,7) (vzdy cerstve pripraveného),
- 50 mM CDNB (1-chloro-2,4-dinitrobenzen), (MW=202,55) v 96% ethanolu.

Postup metody:

Vzorky byly nejprve vloZeny na 15 minut pii 4 °C a 10 000 rpm do centrifugy. Poté
bylo nutné odebrat supernatant a ziedit v PBS pufru podle typu tkan¢ (hepatopankreas
50:140 PBS, pro zabry a sval 150:40 PBS, soucet vzorku a PBS pufru musel tvofit vzdy
190 pl).

Do mikrotitrac¢ni desticky se pipetovalo 40 ul vyfedéného vzorku a nasledné bylo
piidano multikanalovou pipetou 150 ul PBS, 10 ul CDNB a nakonec 50 pl redukovaného

GSH. Toto méteni bylo provedeno pro kazdy vzorek vzdy ve 3 opakovéanich.

Po ptfidani redukovaného GSH byly vzorky vlozeny do spektrofotometru, kde byly
po dobu 3 sekund protfepavany a nasledné ihned zméteny, a to po dobu 5 minut a pfi

vlnové délce 340 nm.

Vyhodnoceni vysledki:

Vysledné hodnoty aktivity GST byly vyjadieny pomoci smérnice kiivky, kterd byla
odectena od smérnice blanku a poté vypocitana pomoci nasledujici rovnice. GST aktivita

byla vyjadiena v nmol-min™*-mg? proteint.

smérnice kiivky/min

GST aktivita = .
AV = 9600 -0,6791 - (mg - ml~'proteini)

06




3.3.5. Metoda pro stanoveni redukovaného glutationu (GSH)

Princip metody:

Principem metody pro stanoveni hladin GSH, je reakce volnych-SH skupin spole¢n¢
s DTNB (2,2-dinitro-5,5-dithiobenzoova kyselina) za vzniku barevné slouceniny
(obr. ¢. 6), ktera je spektrofotometricky méfena (Ellman, 1959).

Chemikalie a ¢inidla:

- TRIS pufr (0,8M TRIS; 0,02M EDTA; pH 8,9),
- 0,02M DTNB (396,3 MW) v methanolu,

- GSH (1mg-1? PBS roztok, 307,3 MW),

- 25% TCA (kyselina trichloroctova).

Postup metody:

Vzorky byly nejprve vlozeny na 15 minut pii 4 °C a 10 000 rpm do centrifugy.
Nasledné bylo do prazdnych zkumavek pipetovano 18 ul 25% TCA a 180 ul supernatantu
vzorku. Takto pfipravené vzorky byly nejprve po dobu 10 sekund promichany na vortexu
a poté pii pokojové teploté nechany po dobu 15 minut inkubovat. Vzorky byly opét

promichény na vortexu a na 10 minut pti 4 °C a 8 000 rpm vloZeny do centrifugy.

Po vyjmuti z centrifugy bylo do mikrotitracni desticky (ve 3 opakovénich)
pipetovano 50 pl supernatantu vzorku a multikanalovou pipetou piidano 190 pl TRIS
pufru a 10 ul DTNB. Vzorky byly nasledné¢ vlozeny do spektrofotometru, kde byly
promichény a po dobu 5 minut inkubovany pii pokojové teploté. Po inkubaci byly vzorky

spektrofotometricky zméfeny pii vinové délce 420 nm proti blanku a 680 nm proti pozadi.
Kalibrace:

K vyhodnoceni vysledki bylo zapotiebi vytvofit kalibraci GSH v rozsahu 0,005 —
0,075 mg-ml? (s body viz tabulka ¢. 6). Standart GSH bylo zapotiebi nejdfive 10x nafedit
s PBS pufrem na koncentraci 0,1 mg-ml? a nasledné byla podle tabulky & 6 vytvofena

koncentracni fada. K vyfedénym standardiim koncentracni fady bylo ptfidano 50 pul TCA.



Tabulka €. 6: Tabulka pro vytvoieni koncentra¢ni fady.

Ws'é‘;'l‘_lé(';‘l’;ﬁlﬂt)’ace GSH 0,1 mg-ml* (ul) PBS pufr (ul)
1 0,075 375 125
2 0,05 250 250
3 0,025 125 375
4 0,015 75 425
5 0,01 50 450
6 0,0075 375 4625
7 0,005 25 475
8 0,0025 12,5 4875
9 Blank 0 500

Po uplynuti této doby byly vzorky kalibra¢ni fady znovu promichany a nasledn¢
pipetovany do mikrotitra¢ni desticky v mnozstvi 50 pl. Do ni bylo dale piidano 190 pl
TRIS pufru a 10 ul DTNB. Vzorky byly ihned vloZeny do spektrofotometru, kde byly
promichény a po dobu 5 minut inkubovany pfi pokojové teploté. Po inkubaci byly vzorky
kalibra¢ni kiivky zméfeny ve spektrofotometru pti vinové délce 420 nm proti blanku

a 680 nm proti pozadi.

Vyhodnoceni vysledki:

Koncentrace glutationu se vypocitala na zakladé kalibra¢ni kiivky pro standardni

redukovany glutation. Vysledné hodnoty jsou vyjadteny v nmol GSH - mg? proteint.



3.3.6. Metoda pro stanoveni lipidni peroxidace (LPO)

Princip metody:

Mira LPO se zaznamenéava a méti pomoci TBARS testu (thiobarbituricacid reactive
substances), ktery je zaloZen na stanoveni barevnych slouc¢enin. Vysledkem LPO je
oxida¢ni produkt MDA, ktery vznika reakci reaktivnich kyslikovych radikald spole¢né
S nenasycenymi mastnymi kyselinami. MDA spolecné s Kyselinou thiobarbiturovou
vytvaii barevny komplex (obr. ¢. 6), ktery se méfi pomoci spektrofotometru (Uchiyama
a Mihara, 1978; Livingstone a kol., 1990; Surai a kol., 1996;).

Chemikalie a ¢inidla:

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

- 0,6M HClI,

- TRIS-TBA (25 mM TRIS, 100 mM TBA v destilované vod¢), pH 7,4,
- Standard MDA (0,22% 1,1,3,3-tetraethoxypropan v 1 % H2SOs),

-2 mM FeSO4 v PBS.

Postup metody:

Pfi této metod¢ byly pouzity zhomogenizované necentrifugované vzorky tkani.
Do prazdnych zkumavek bylo pipetovano 250 ul zhomogenizované tkané€ raka a 12,5 pl
2 mM FeSOg4. Takto piipravené vzorky byly promichdny na vortexu a nasledné po dobu
30 minut a pfi teploté 37 °C inkubovany na termodesce v termoboxu. Poté byly vzorky
opét promichany na vortexu, ze zkumavek bylo odebrano 12,5 ul vzorku a ptidano 0,75 pl

TCA-BHT.

Roztok byl opét promichan na vortexu a nasledné vlozen na 20 minut do centrifugy
pti 8 000 rpm a 4 °C. Déle bylo do prazdnych zkumavek postupné pipetovano 50 ul HCI,
200 ul TRIS TBA a 250 ul supernatantu vzorku.

Takto vznikly roztok byl opét promichan na vortexu a inkubovan na termodesce
v termobloku pfi teploté 90 °C po dobu 45 minut. Po uplynuti této doby se nechaly vzorky
pomalu vychladnout. Néasledné¢ bylo 250 pl roztoku pipetovano do mikrotitracnich



desticek. Konec¢né zbarveni bylo spektrofotometricky zméteno nejdiive pti vinové délce

550 nm a poté pti 590 nm po dobu 15 minut.

Vyhodnoceni vysledku:

Vzniklé hodnoty byly spocitany na zakladé rovnice vytvorené z kalibra¢ni kiivky
(tabulka ¢. 7). Kalibrace byla vytvoiena pomoci standardu MDA. Vysledné hodnoty byly
vyjadfeny jako nmol TBARS-mg™ proteind.

Tabulka €. 7: Tabulka pro vytvoreni kalibracni kiivky.

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

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

2 60 690

3 90 660

4 120 630

5 150 600

6 180 570

7 210 540

8 240 510

Obr. €. 6: Vzniklé barevné slouCeniny u jednotlivych parametrii a proteinu (Foto: Autor).
Glutation S-transferaza (GST), superoxid dismutaza (SOD), katalaza (CAT), protein (PROT), lipidni
peroxidace (TBARS), redukovany glutation (GSH).



3.3.7. Biochemicky profil hemolymfy

Vzhledem k tomu, ze existuje jen malo studii, které by popisovaly piesné metody
pro vySetieni hemolymfy rakd, bylo postupovano podle metodiky, ktera je zaméiena

na biochemickém profilu krve ryb podle Kolafové a Veliska (2012).

Pro stanoveni biochemického profilu hemolymfy byl pouzit supernatant z odsttedéné
hemolymfy. Vzorky supernatantu z hemolymfy byly méteny pomoci biochemického
analyzatoru VETTEST 8008 (IDEXX Laboratories Inc., USA). Pfistroj méfi pomoci
piislusnych testovacich diskti, které se musely vkladat pro kazdy méteny vzorek spolecné
s pozadovanym objemem supernatantu (podle mnozstvi stanovovanych parametri)
do pristroje. Ze supernatantu hemolymfy rakid byly zméfeny hodnoty parametri: glukozy
(GLU), celkovych bilkovin (TP), albuminu (ALB), globulinu (GLOB), amoniaku (NH3),
asparat aminotransferazy (AST), alanin aminotransferazy (ALT), kreatinkindzy (CK),
laktat dehydrogenazy (LDH), vapniku (Ca®") a hot¢iku (Mg?"). Po vlozeni vzorki
a testovacich diskil s vybranymi parametry pfistroj automaticky zanalyzoval sledované

ukazatele.

3.4. Statistické vyhodnoceni

K vyhodnoceni vysledkii byl pouzit software R verze 3.6.2 (R Core Team, 2016). Pro
hodnoceni vlivu teploty, koncentrace, ¢asu a jejich interakci byl pouzit zobecnény
linearni model s gausovskou distribuci. Pficemz postupnou selekci byly z modelu se
vSemi interakcemi (full model) odebirany jednotlivé faktory ¢i jejich interakce, az zbyl
finalni model, ve kterém byly faktory signifikantni (P<0,05). Nasledn¢ byl proveden
post-hoc test, ktery uréil, jak se od sebe jednotlivé parametry vyznamné 1isi. VSechna

naméiena data udavaji pramér =+ smérodatnou odchylku, kdy N = 6.



4. Vysledky

4.1. Chovani a mortalita raka

V ramci jednotlivych teplot, nevykazovali raci mezi skupinami zadné rozdilné
¢ineobvyklé chovani tykajici se pfijmu krmiva, pohybové aktivity nebo rychlosti
dychani. Zaroven nebyl pozorovan zadny uhyn. VSeobecné raci v nadrzich s chladngjsi
vodou (17 °C) vykazovali pomalejsi fyziologickou a pohybovou aktivitu ve srovnani
sraky v teplejsi vodé (23 °C), ktefi byli vSeobecné aktivnéjs$i ve vSech sledovanych

skupinéch 1 kontrole.

4.2. Antioxidacni parametry

4.2.1. Superoxid dismutaza (SOD)

Statisticky vyznamné (P<0,01) zmény aktivity SOD oproti kontrole se projevily pii
obou teplotach a ve vSech vySetfovanych tkanich: svalu (graf ¢.1), hepatopankreatu
(graf ¢. 2) a zabrach (graf ¢. 3).

Z grafu €. 1 je patrné, ze se zména aktivity SOD ve svalech rakt pfti teploté 17 °C,
oproti kontrole K 17, projevila pouze u skupiny TLC 17, kdy byla po 7 dnech expozice
naméfena statisticky signifikantné (P<0,01) nizsi aktivita SOD. Naopak pfi teploté 23 °C,
se aktivita SOD ve svalech rakli, oproti kontrole K 23, zménila u obou métenych
koncentraci thiaclopridu. Snizena aktivita SOD, byla zaznamenana u obou skupin (TEN
23; TLC 23), ato po 7 dnech expozice a také po 14 dnech depurace. K dal$im statisticky
vyznamnym (P<0,01) zménam aktivity SOD doslo az na konci experimentu, tedy po 28
dnech depurace, kdy se aktivita SOD u skupiny TLC 23, oproti kontrole K 23,

dokonce zvysila.
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Graf ¢. 1: Hodnoty superoxid dismutazy (SOD) ve svalu raka mramorovaného b&hem
experimentu. Hodnoty uvadgji primeér + SD, N=6. Mala a velka pismena predstavuji statistické rozdily
(P<0,01) mezi skupinou v jedné teplotni zoné a mezi obéma teplotnimi zénami ve stejném Case vzorku.
*QOznacuje statisticky vyznamné (P<0,05) rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v ¢ase. exp — expozice
thiaclopridu ve dnech; dep — depurace v &isté vodé ve dnech; K 17, K23 -0 pg-1'; TEN 17, TEN 23 - 4,5
pug-1t; TLC 17, TLC 23 - 64,6 pg-1™.

Z grafu €. 2 je patrné, ze statisticky vyznamna (P<0,01) zména aktivity SOD
se projevila i v tkanich hepatopankreatu, a to opét pii obou teplotach. U teploty 17
°C se zména V aktivit¢ SOD projevila u obou zkoumanych koncentraci thiaclopridu.
Snizena aktivita SOD oproti kontrole K 17 je patrna u skupiny TEN 17 i TLC 17, kdy
nastala po 28 dnech expozice. U skupiny TLC 17 byla zvySena aktivita zaznamenana
i po 14 dnech depurace, ale na konci testovani, tedy po 28 dnech depurace, se aktivita
SOD ustalila na béznou troven K 17. Naopak u teploty 23 °C byla signifikantni (P<0,01)
zména aktivity SOD, oproti kontrole K 23, ve tkanich hepatopankreatu zaznamenana
pouze u skupiny TLC 23, a to po 7 a 14 dnech expozice, ale po zbytek testu se hodnoty

vratily na uroven kontroly.
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Graf ¢. 2: Hodnoty superoxid dismutazy (SOD) v hepatopankreatu raka mramorovaného béhem
experimentu. Hodnoty uvadgji priimér + SD, N=6. Mal4 a velka pismena predstavuji statistické rozdily
(P<0,01) mezi skupinou v jedné teplotni zoné a mezi obéma teplotnimi zénami ve stejném Case vzorku.
*Oznacuje statisticky vyznamné (P<0,05) rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v Case. exp — expozice
thiaclopridu; dep — depurace v &isté vodé; K 17, K 23 — 0 ug-1*t; TEN 17, TEN 23 — 4,5 ug-1'%; TLC 17,
TLC 23 -64,6 pg-1%.

V dalsim grafu ¢. 3 vidime, Ze u teploty 17 °C, byla aktivita SOD v tkanich zaber,
oproti kontrole K 17, statisticky rozdilna (P<0,01) u obou zkoumanych koncentraci
thiaclopridu. U skupiny TLC 17, oproti kontrole K 17, byla aktivita SOD béhem expozice
po 7 dnech nejprve snizena, po 14 dnech na urovni kontrolni skupiny, po 28 dnech opét
snizena, ale v prabéhu depurace, se po 14 dnech vyrazné zvysila, a to se signifikantnim
rozdilem (P<0,05) v této skupin¢ v pribéhu celého experimentu. Tento rozdil (P<0,05)
byl zaznamenan i u skupiny TEN 17, kdy po 14 dnech depurace doslo k nahlému zvyseni
SOD. U obou skupin vsak posledni den testovani, tedy po 28 dnech depurace, hodnoty
SOD klesly na bézné hodnoty kontroly K 17. Aktivita SOD se i u teploty 23 °C ménila
u obou zkoumanych koncentraci thiaclopridu, a to se stejnym trendem. U obou skupin
(TEN 23; TLC 23) byla zaznamenana signifikantn¢ (P<0,01) snizena aktivita SOD az
po 28 dnech expozice. K prudkému zvyseni doslo po 14 dnech depurace, a to opét
se signifikantnim rozdilem (P<0,05) v prub¢hu celého experimentu a oproti kontrole
K 23, se ke konci depurace (28. den) aktivita SOD opé&t snizila.
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Graf ¢ 3: Hodnoty superoxid dismutdzy (SOD) v Zzabrach raka mramorovaného b&éhem
experimentu. Hodnoty uvadgji priimér + SD, N=6. Mal4 a velkd pismena predstavuji statistické rozdily
(P<0,01) mezi skupinou v jedné teplotni zoné a mezi obéma teplotnimi zénami ve stejném Case vzorku.
*Oznacuje statisticky vyznamné (P<0,05) rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v ¢ase. exp — expozice
thiaclopridu; dep — depurace v &isté vodé; K 17, K 23 — 0 ug-1'%; TEN 17, TEN 23 — 4,5 pg-1't; TLC 17,
TLC 23 -64,6 pg-1%.

4.2.2. Katalaza (CAT)

Statisticky vyznamné (P<0,01) zmény aktivity CAT oproti kontrole se projevily pii
obou teplotach a ve vSech tkanich svalu (graf ¢. 4), hepatopankreatu (graf ¢. 5) a zaber
(graf ¢. 6).

Z grafu €. 4 je patrné, Ze statisticky vyznamna zména (P<0,01) aktivity CAT ve svalu,
pii teploté 17 °C, se oproti kontrole K 17 projevila u obou zkoumanych koncentraci
thiaclopridu. U skupiny TEN 17 byla zaznamenana signifikantné (P<0,01) nizsi aktivita
CAT po celou dobu expozice. I ve skupiné TLC 17 byla naméfena nizsi aktivita CAT,
ale az po 14 a 28 dnech expozice. V priubéhu depurace se vSak hodnoty CAT u obou
skupin thiaclopridu vratily na b&znou uroven kontroly K 17. Dal§i zmény nastaly
i u teploty 23 °C, kdy u skupiny TLC 23 po 14 dnech expozice byla zjisténa signifikantné
(P<0,01) zvysena aktivita CAT oproti kontrole K 23. U obou zkoumanych koncentraci
thiaclopridu, byla v pribéhu depurace oproti kontrole K 23, zaznamenana také zvySena
aktivita CAT, konkrétné po 14 dnech, ale do konce depurace (28 dne) se vratila na béznou
uroven kontroly. V grafu ¢. 4 také vidime, Ze aktivita CAT byla téméf u vSech skupin

nejvyssi zejména na zacatku experimentu (P <0,05).
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Graf. & 4: Hodnoty katalazy (CAT) ve svalu raka mramorovaného béhem experimentu. Hodnoty
uvadgji pramér = SD, N=6. Mala a velké pismena pfedstavuji statistické rozdily (P<0,01) mezi skupinou v
jedné teplotni z6n€¢ a mezi obéma teplotnimi zénami ve stejném case vzorku. *Oznaluje statisticky
vyznamné (P<0,05) rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v Case. exp — expozice thiaclopridu; dep —
depurace v ¢isté vodg; K 17, K23 -0 pg-1't; TEN 17, TEN 23 — 4,5 pg-1*%; TLC 17, TLC 23 - 64,6 ug-1™.

V dalsim grafu €. 5 mizeme vidét, ze statisticky vyznamna (P<0,01) zména u enzymu
CAT byla zaznamenéna 1 ve tkanich hepatopankreatu, a to opét pii obou teplotach.
U teploty 17 °C nastalo signifikantni zvySeni (P<0,01) oproti kontrole K 17 u skupiny
TEN 17 az v prabéhu depurace po 14 dnech, ale na konci (po 28 dnech) se hodnoty
pohybovaly jiz na Grovni kontrolni skupiny K 17. Naopak u skupiny TLC 17 byla béhem
expozice aktivita CAT po 7 dnech snizend, po 14 dnech na urovni kontroly a po 28 dnech
opét snizend. Po 14 dnech depurace se aktivita CAT vratila op€t na hodnoty kontrolni
skupiny. Pti teploté 23 °C, byly statisticky vyznamné zmény (P<0,01) aktivity CAT,
oproti kontrole K 23 zaznamenany pouze u skupiny TLC 23, kdy V prubéhu expozice
doSlo po 7 dnech nejprve ke zvySeni, po 14 dnech se aktivita CAT pohybovala
V hodnotach kontroly K 23 a po 28 dnech doslo opét ke zvySeni. V pribchu depurace se
JiZ po 14 dnech vratila aktivita CAT na hodnoty kontrolni skupiny K 23.
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Graf ¢ 5: Hodnoty katalazy (CAT) v hepatopankreatu raka mramorovaného béhem experimentu.
Hodnoty uvadéji pramér + SD, N=6. Mala a velka pismena ptedstavuji statistické rozdily (P<0,01) mezi
skupinou v jedné teplotni zon¢ a mezi obéma teplotnimi zénami ve stejném case vzorku. *Oznacuje
statisticky vyznamné (P<0,05) rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v ase. exp — expozice thiaclopridu;
dep — depurace v &isté vodé; K 17, K23 — 0 pug-1%; TEN 17, TEN 23 - 4,5 pg-1't; TLC 17, TLC 23 - 64,6
g 1™

Z grafu €. 6 je dale patrné, Ze statisticky vyznamna (P<0,01) zména aktivity CAT
byla zaznamenana i v Zabrach rakd, také pii obou teplotach. U teploty 17 °C nastaly
statisticky vyznamné zmény (P<0,01) aktivity CAT u obou zkoumanych koncentraci.
U skupin TEN 17 a TLC 17 byla po 7 dnech expozice, oproti kontrole K 17, zaznamenana
signifikantn¢ (P<0,01) nizsi aktivita CAT. U skupiny TEN 17 i TLC 17 se jiz po 14 dnech
expozice ustalila aktivita CAT na béznou uroven K 17. U skupiny TLC 17 byla
signifikantn¢ (P<0,01) niZsi aktivita pozorovana opét po 14 dnech depurace, ale na konci
testovani po 28 dnech depurace, se hodnota aktivity CAT u této skupiny vratila na
hodnoty K 17. Signifikantni zmény (P<0,01) aktivity CAT byly u obou zkoumanych
koncentraci thiaclopridu zaznamenany i pfi teploté 23 °C. U skupiny TEN 23 i TLC 23,
byla oproti kontrole K 23, po 14 dnech expozice, zaznamenana vyssi aktivita CAT. Po 28
dnech expozice 1 béhem depurace se aktivita CAT ustalila na béZnou uroven kontroly
a u skupiny TLC 23, bylo oproti kontrole K 23 zaznamenano na konci testovani po 28

dnech depurace dokonce jeji snizeni.
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Graf ¢ 6: Hodnoty katalazy (CAT) v zabrach raka mramorovaného béhem experimentu. Hodnoty
uvadéji primér + SD, N=6. Mala a velka pismena ptedstavuji statistické rozdily (P<0,01) mezi skupinou v
jedné teplotni z6n€¢ a mezi obéma teplotnimi zénami ve stejném case vzorku. *Oznacuje statisticky
vyznamné (P<0,05) rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v Case. exp — expozice thiaclopridu; dep —
depurace v &isté vodg; K 17, K23 — 0 ug-1; TEN 17, TEN 23 - 4,5 ug-1%; TLC 17, TLC 23 - 64,6 pug-1™.

4.2.3. Glutation S-transferaza (GST)

%

Aktivity GST jednotlivych tkani jsou zobrazeny v tabulce ¢. 8. Ke statisticky
vyznamnym (P<0,01) zménam aktivity GST doSlo u obou zkoumanych koncentraci,

a to zejména v tkanich svalt a hepatopankreatu.

V tabulce ¢. 8 muzeme vidét, ze ve svalech raki, byla statisticky vyznamna (P<0,01)
zména aktivity GST u teploty 17 °C, zaznamenana u obou zkoumanych koncentraci
thiaclopridu. U skupiny TEN 17, bylo v prubéhu expozice oproti kontrole K 17 nejdiive
po 7 dnech zaznamenano jeji snizeni, po 14 dnech naopak jeji zvyseni, ale po 28 dnech
se aktivita ustalila na béZznou uroven kontroly K 17. V pribéhu depurace se aktivita GST
ve skupiné TEN 17 po 14 dnech opét zvysila, ale ke konci testovani (po 28 dnech) se
vratila na béznou troven kontroly K 17. U skupiny TLC 17, oproti K 17 bylo také
Vv pribéhu expozice po 7 dnech zaznamenano nejprve jeji signifikantni (P<0,01) snizeni,
ale jiz po 14 dnech se vratily hodnoty na uroven kontroly K 17, ale naopak po 28 dnech
expozice se projevilo jeji zvySeni, které pretrvavalo i po 14 dnech depurace. Ke konci
testovani (po 28 dnech) se aktivita u této skupiny také vratila na hodnoty K 17.
K signifikantnim (P<0,01) zménam aktivity GST ve svalech rakt doslo i u teploty 23 °C,
kdy u skupiny TEN 23 byla zaznamenana oproti kontrole K 23 vyssi aktivita GST



po 7 dnech expozice. U této skupiny (TEN 23) byla zaznamenana i statisticky (P<0,05)
nejvyssi aktivita GST v priibéhu celého testovani. Naopak u této skupiny bylo po 14
dnech expozice, oproti kontrole K 23, zaznamenano jeji signifikantni (P<0,01) sniZeni,
ale po 28 dnech expozice se jeji aktivita vratila na béznou hodnotu K 23. V prubéhu
depurace bylo po 14 dnech opét zaznamenano jeji zvyseni, které jiz ke konci experimentu
(po 28 dnech) nebylo zaznamenano. Vyssi aktivita GST, oproti K 23 byla statisticky
(P<0,01) zaznamenana i u skupiny TLC 23 hned po 7 dnech expozice, kdy byla zaroven
zaznamenana i signifikantné (P<0,05) nejvyssi aktivita GST u této skupiny v prub&hu
celého experimentu. Jiz po 14 dnech expozice se aktivita GST ustalila na hodnoty

kontrolni skupiny K 23 a na této tirovni zstala po cely zbytek experimentu.

V tabulce ¢. 8 dale vidime, Ze statisticky vyznamné zmény (P<0,01) aktivity GST
byly zaznamendny i v hepatopankreatu, ale pouze u teploty 23 °C, kdy byly zaznamenany
zmény u obou zkoumanych koncentraci thiaclopridu. U skupiny TEN 23 byla
signifikantni zména oproti K 23, zaznamenana po 7 dnech expozice, kdy bylo
zaznamenano jeji zvyseni, ale jiz po 14 dnech expozice az do konce experimentu nebyl

mezi touto skupinou a K 23 zaznamenan zadny statisticky vyznamny (P<0,01) rozdil.

V tabulce ¢. 8 jsou zaznamenany i aktivity GST v zabrach raku. Statisticky vyznamné
rozdily (P<0,01) GST v zabrach byly pozorovany pouze po 14 dnech expozice,
a to pouze mezi teplotami. B€hem dal$ich dnti experimentu nebyly zaznamenany zadné
statisticky vyznamné zmény (P<0,01) mezi jednotlivymi skupinami thiaclopridu,

teplotami a kontrolami.



Tabulka ¢. 8: Hodnoty aktivity glutation S-transferazy (GST) ve vSech tkanich raka
mramorovaného béhem experimentu.

GST (nmol-min™-mg™ protein)

2 Testovaci skupina
:‘_3’ § % g K17 TEN 17 TLC 17 K23 TEN 23 TLC 23
s (0pgT") (45ugT") | (646pgT) [ (Opgl) (45ugl") | (646pgT))
s 7| 2034059 | 1,560,51°° | 1,43£0,40°® | 1.81+026® | 2,37£0,84°™ | 2,37 £0,56°™
g 14| 2,03 +0,66 | 2,74£0,34" | 193+1,05" | 1724023 | 1,21£0,42°° | 2014023
S 28| 164x067™ | 1572037 | 2112086 | 174£063% | 1612057 | 168+043*
S [14] 115+044™ | 205£041 | 203£076" | 143:036" | 213£064" | 167£0,12*
E‘ 28| 143+050" | 1,98+049" | 1,88+055" | 1,59+0,35" | 1,95+024* | 1,66+ 0,38
s 7| 485+080" | 453+154" | 477+143% | 4414092 | 5682097 | 6,06 1,55
é g 14| 637093 | 639+1,79" | 7,01+1,17" | 7.28+145" | 7,00+1,78% | 4,93 %1,55°
§ © |28| 514097 | 672£067 | 690£083* | 673£149% | 643£092% | 6344079%
§ S [14] 610£1,08" | 748070 | 741080 | 7354136 | 654+098" | 690+047%
E‘ 28| 580+054" | 6,64+062" | 630+081* | 660+058* | 630+177* | 681+1,03"
s 7| 418+066" | 310+063" | 361+058" | 351059 | 390+096 | 341093
g 14| 556+ 1,03 | 457083 | 432+£0,74”® | 308+0,58" | 410+0,8"° | 3,93+0,56"
§ © |28| a26+1,00* | 4132056 | 3102077 | 3612118 | 391£096" | 308%15%
S [14| 404050 | 363£056* | 349£077 | 305055 | 3554092 | 355%1,36%
;? 28| 454+132% | 408+127 | 455+155" | 2,81+042* | 331+053* | 3,08+0,82*

Hodnoty uvadéji praimér = SD, N=6. Mala a velka pismena piedstavuji statistické rozdily (P<0,01) mezi
skupinou v jedné teplotni zon¢ a mezi obéma teplotnimi zénami ve stejném case vzorku. *Oznacuje
statisticky vyznamné (P<0,05) rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v Case.




4.2.4. Hladina redukovaného glutationu (GSH)

Hodnoty GSH namétfené ve vsSech tkanich, jsou zaznamenany V tabulce ¢. 9.
Ve svalech raki, byly statisticky vyznamné (P<0,01) zmé&ny GSH zaznamenany u teploty
17 °C pouze u skupiny TLC 17, kdy doslo oproti kontrole K 17, ke snizeni hodnoty GSH
po 14 dnech expozice, ale jiz po 28 dnech expozice se hodnoty vratily na Groven kontrolni
skupiny K 17. U teploty 23 °C byly také zaznamenany statisticky vyznamné (P<0,01)
zmény hodnot GSH ve svalech raki, a to u obou skupin (TEN 23; TLC 23). U obou
skupin doslo, oproti kontrole K 23 ke zvySeni hodnot GSH po 7 dnech expozice, kdy byla
zaroven u skupiny TEN 23 statisticky (P<0,05) zaznamenana nejvyssi hodnota GSH
v prabéhu celého experimentu. U obou skupin po 28 dnech expozice nastalo opét snizeni

GSH na hodnoty kontroly K 23, které ptetrvavalo po cely zbytek testovani.

V tabulce ¢. 9 vidime, Ze statisticky vyznamné (P<0,01) zmény hodnot GSH byly
zaznamenany 1 v hepatopankreatu. U teploty 17 °C byly oproti kontrole K 17
zaznamenany u obou testovanych koncentraci thiaclopridu. U skupiny TEN 17,
doslo k signifikantnimu zvySeni (P<0,01) oproti K 17 az po 14 dnech depurace, kdy byla
u této skupiny zaznamenana i statisticky nejvyssi (P<0,05) hodnota GSH v pribéhu
celého experimentu. Na konci testovani po 28 dnech depurace byly naopak u této skupiny
zaznamenany signifikantné (P<0,01) snizené hodnoty GSH, oproti K 17. | u skupiny
TLC 17, byly oproti kontrole K 17, zaznamenany signifikantné (P<0,01) snizené hodnoty
GSH, a to v prabéhu expozice hned po 7 dnech, ale po 14 dnech byly zaznamenany
hodnoty na bé&zné trovni kontroly K 17. Po 28 dnech expozice i dale po 14 dnech
depurace, byly opét zaznamenany oproti K 17 hodnoty snizené. Ke konci testovani, tedy
po 28 dnech depurace jiz nebyly u této skupiny pozorovany statisticky vyznamné
(P<0,01) rozdily proti kontrole K 17. Dalsi statisticky vyznamné (P<0,01) zmény hodnot
GSH v hepatopankreatu, byly oproti kontrole K 23, zaznamenany také pfi teploté 23 °C,
ale pouze u skupiny TLC 23, kdy byly zaznamenany zvysené hodnoty GSH az po 28
dnech expozice a pietrvavaly jesté po 14 dnech depurace, kdy byla zaroven zaznamenana
i statisticky * (P<0,05) nejvyssi hodnota u této skupiny v pribéhu celého testu. Ke konci
testovani, tedy po 28 dnech depurace nebyly u této skupiny oproti K 23 zaznamenany

zadné statisticky vyznamné (P<0,01) zmény.



V tabulce ¢. 9 jsou zaznamenany i statisticky vyznamné (P<0,01) hodnoty GSH
v zabrach rakd. Rozdilné hodnoty GSH muzeme pozorovat jen nepatrné. Jedina
statisticky vyznamna (P<0,01) zména nastala jiz po 7 dnech expozice, kdy bylo u teploty
17 °C zaznamenano snizeni hodnoty GSH u skupiny TEN 17, oproti kontrole K 17.
Jiz po 14 dnech expozice nebyly déle u této skupiny zaznamenany zadné statisticky

vyznamné (P<0,01) zmény.

Tabulka ¢&. 9: Hodnoty redukovaného glutationu (GSH) ve vSech tkanich raka mramorovaného

béhem experimentu.

GSH (nmol-mg'1 protein)

2
E Testovaci skupina
s K17 TEN 17 TLC 17 K 23 TEN 23 TLC 23
iE -1 -1 -1 -1 -1 -1

(0ugT) (4,5 ugl) (64,6 ugT’) (0ugT) (4,5ugT’) (64,6 pgl”)
o| 7116493774 | 1616 £376™ | 1447+4,16™ | 1655+291* | 23,72£7,47°%* | 20,41 +4,01°°
©
S 142322 £ 347%%| 1987 £300% | 11,50 £316°® | 13713155 | 1300184 | 14,00+ 1,41%®
>

= @

ol 28] 1610213 | 1446+ 1,66™ | 14212320 | 1372£188 | 1270+286* | 11342196
S [14] 14,03 1435 | 1236+092% | 12484135 | 1438160 | 14542195 | 15024084
=
(28] 1247 £1,58% | 13954175 | 1312216 | 1319251 | 1245355 | 1223 +1,5

742,08 +848" | 38,06+ 1299 | 30,66+871% | 4353+1645 | 41,62+1731* | 38,16+8.81°"
[}

w2

g S |14 50,56 + 8,85 | 49,15+ 16,39 | 44,16 £9.21%" | 54,44 £19,42°" | 4321 £ 1845 | 44,98 + 17,92/

=3

S| |28]5475+9,16™ | 46,51+ 24,43 | 31,65£21,08° | 3479+9,95°° | 42,22+ 14,85 | 50,09 15,05

3

S| 8 (144632 + 1895 | 61,08 £ 12,46°®* | 35,47 £9,08™ | 47,05+ 11,28 [55,76 + 18,14 % | 64,75 + 8,07°2*
=
2128|5022 +9,96™ | 30,65+ 13,06°® | 42,85 + 17,64*"° (43,69 + 14,6728 | 3524+ 17,15 | 49,27 + 21,02
o| 7] 5.04£143 | 36221,11%5 | 405089 | 411£058"% | 452+1,06% | 4,01+1,17*®
=]

S |14| 5674108 | 480+071*A | 388146 | 401+092* 407 £0,92%% | 4,09+1,73

o3

[ %8 455053 | 4p4x070" | 288071 | 391x04™ | 4264056 | 289x191™
S |14| 376+086™ | 443£093" | 250£106% | 366066 | 4142105 | 3964107
=
(28] 446105 | 404162 | 570£212 | a11£077" 3614084 | 378+1,09"

Hodnoty uvadéji praimér = SD, N=6. Mala a velka pismena piedstavuji statistické rozdily (P<0,01) mezi
skupinou v jedné teplotni zon¢ a mezi obéma teplotnimi zénami ve stejném case vzorku. *Oznacuje
statisticky vyznamné (P<0,05) rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v case.




4.3. Parametr oxidac¢niho stresu

4.3.1. Lipidni peroxidace (LPO)
Nameétené hladiny LPO v jednotlivych tkanich, jsou zobrazeny v tabulce ¢. 10.

Ve svalech byly statisticky vyznamné (P<0,01) zmény LPO pozorovany u rakt
v nadrzich se 17 °C, kdy ve skupiné TLC 17 v porovnani s kontrolou K 17 a TEN 17,
byla zaznamenana snizena hodnota LPO po 14 dnech expozice. Na konci testu po 28
dnech depurace, nebyly pozorovany zadné statisticky vyznamné zmény (P<0,01) mezi
sledovanymi skupinami (TEN 17 a TLC 17) ani kontrolou K 17. U teploty 23 °C doslo
ke statisticky vyznamnému (P<0,01) =zvySeni uobou testovanych koncentraci
thiaclopridu po 7 dnech expozice v porovnani s kontrolou K 23. Dale po 14 dnech
expozice a po zbytek experimentu nebyly mezi skupinami (TEN 23, TLC 23, K 23)

zaznamenany zadné statisticky vyznamné zmény (P<0,01).

V hepatopankreatu doslo ke staticky vyznamnym (P<0,01) zménam v hladiné¢ LPO,
u testovanych koncentraci thiaclopridu vystavenych obou teplotam. Statisticky vyznamné
(P<0,01) zvysené hladiny LPO, byly pii teploté¢ 17 °C zaznamenany ve skupiné¢ TEN 17,
kdy oproti kontrole K 17 doslo ke zvySeni po 7 a 14 dnech expozice. Naopak u skupiny
TLC 17, doslo ke sniZeni hladin LPO po 14 a 28 dnech expozice, snizeni pietrvavalo i po
14 dnech depurace, ke zvySeni doslo az po 28 dnech depurace, oproti kontrole K 17. U
rak pfi teploté 23 °C bylo pozorovano statisticky signifikantni (P<0,01) snizeni LPO
v TEN 23 po celou dobu expozice i depurace v porovnani s kontrolni skupinou K 23. U
rak ve skupin¢ TLC 23 zputsobila expozice thiaclopridu (14 a 28 dni) snizeni LPO

a béhem depurace méla hladinu LPO srovnatelnou s kontrolni skupinou K 23.

V zabrach nebyla zaznamenana zadna statisticky vyznamna zména (P<0,01) LPO,

ani mezi jednotlivymi skupinami, teplotami ¢i dobou expozice.



Tabulka €. 10: Hodnoty lipidni peroxidace (LPO) ve vsech tkanich raka mramorovaného
béhem experimentu.

LPO (nnmol-mg'1 protein)

§ Testovaci skupina
E § 3 K17 TEN 17 TLC 17 K 23 TEN 23 TLC 23
8 (Ougt) | (45ugl") | (646pgl’) | (Opgl') | (45pugl) | (646ugl)
. 7| 035+0,05" | 036+0,06™ | 038+0,09" | 035+0,05" | 0,56 0,09°® | 0,48 0,05
g 14| 0,61+0,04% | 0574005 | 0,34+0,08" | 033003 | 033+0,03* | 035+0,02"
E : 28| 042+0,05" | 035002 | 042007 | 035+0,07° | 0,36+0,04"® | 0,34+0,03®
g 14| 042+0,04® | 036002 | 0,39+0,03" | 034+0,02" | 042+0,03" | 034001
5
g | 0,39£0,05" | 037002 | 037£0,03* | 034002 | 038+0,04* | 033%0,02"
N REE 0,02 | 044£017°® | 025002 | 040+0,12° | 0,26+0,02°* |0,330,07"®
g g 14 0,60 +0,17°** | 0,73 £0,16"%* | 0,49 £0,17°C* | 0,63 + 0,27%"* | 0,49 £ 0,09"°* | 0,44 £ 0,14"°
| @
§ 28( 0,63+0,14°** | 0,68+0,05** | 0,34£0,11°® | 0,77 £0,15"* | 0,370,07°® | 0,41£0,13"
k3 g |14 0621 0,10% | 0,74 +0,19*** | 0,34£0,20°® | 0,57 +0,19°* | 0,43 %0,14%®* | 0,50 + 0,19°B*
g
g |z 0,54 +0,12°% | 0,51+ 0,12°** | 0,74 +0,13"* | 0,73 +0,14°®% | 0,54 £ 0,12 | 0,72+ 0,22%B*
o |7 0% 0,04 | 017+0,03* | 0,18+0,02** | 0,7 +0,02** | 020+0,03* | 0,19 +0,02**
g 14 0254005 | 021£002*" | 021+002** | 015£0,03" | 0,17£0,02** | 0,16 +0,04™
3
§ 28 017002 | 018+0,02"" | 015+003" | 0,16£003" | 0,16+002"" | 0,14+0,05"
S 14| o6+ 0,01 | 0,17+0,02** | 0,160,083 | 0,144+0,01** | 0,15+0,02** | 0,15+0,04*"
5
€ (28] 0194005 | 018£005™ | 0204002 | 0142002 | 0154004 | 0,14 40,05%

Hodnoty uvadéji praimér = SD, N=6. Mala a velka pismena ptedstavuji statistické rozdily (P<0,01) mezi
skupinou v jedné teplotni zon¢ a mezi obéma teplotnimi zénami ve stejném case vzorku. *Oznacuje
statisticky vyznamné (P<0,05) rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v Case.




4.4, Biochemicky profil hemolymfy

4.4.1. Glukéza (GLU)

V grafu €. 7 vidime, Ze u teploty 17 °C se koncentrace glukozy, oproti kontrole K 17,
projevila pouze u skupiny TLC 17, kdy byly zaznamenany statisticky (P<0,01) zvysené
hodnoty glukozy po celou dobu expozice i depurace. Z grafu ¢. 7 je dale patrné,
ze ke konci testovani, tedy po 28 dnech depurace, se koncentrace glukézy u této skupiny
oproti piedeSlym dnim jesté signifikantné (P<0,05) zvysila. U teploty 23 °C,
se statisticky vyznamna (P<0,01) zména koncentrace glukoézy, oproti kontrole K 23,
projevila u obou skupin (TEN 23, TLC 23). U skupiny TEN 23 byla oproti kontrole K 23,
zaznamenana mirn¢ zvysena koncentrace glukdzy az po 28 dnech expozice, v prubéhu
depurace jiz zadné statisticky vyznamné (P<0,01) rozdily zaznamenany nebyly. U druhé
skupiny TLC 23 byly signifikantné (P<0,01) zvysené hodnoty glukdzy, oproti kontrole
K 23, zaznamenany jiz po 14 dnech expozice a pietrvavaly i po 14 dnech depurace.
V tomto obdobi byly zaroven i statisticky nejvyssi (P<0,05) naméfené koncentrace

v prabéhu celého testu. Ke konci depurace, tedy po 28 dnech se koncentrace GLU ustalila

na bézné hodnoty K 23.
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Graf. ¢ 7: Hodnoty glukézy (GLU) v hemolymfé raka mramorovaného béhem experimentu.
Hodnoty uvadéji praimér = SD, N=6. Mala a velka pismena piedstavuji statistické rozdily (P<0,01) mezi
skupinou v jedné teplotni z6n¢ a mezi obéma teplotnimi zénami ve stejném Case vzorku. *Oznacuje
statisticky vyznamné (P<0,05) rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v ¢ase. exp — expozice thiaclopridu;
dep — depurace v ¢isté vodé; K 17, K 23 — 0 pg-1"%; TEN 17, TEN 23 — 4,5 ug-1't; TLC 17, TLC 23 - 64,6
g1,



4.4.2. Amoniak (NHs)

V grafu ¢. 8 muzeme vidét, ze u teploty 17 °C, se zména koncentrace NHz projevila
pouze u skupiny TLC 17, kdy byly oproti kontrole K 17, zaznamenany statisticky
vyznamn¢ (P<0,01) zvysené hodnoty po celou dobu expozice (po 14 i 28 dnech), v téchto
dnech byly zaroven zaznamenany i statisticky nejvyssi (P<0,05) hodnoty v prubéhu
celého experimentu. Jiz po 14 dnech depurace se koncentrace NHs u této skupiny ustalila
na béznou uroven kontroly K 17. Narozdil od ptedchozi teploty, mizeme v grafu ¢. 8
vidét, Ze se statisticky vyznamna (P<0,01) zména koncentrace NHz pii teploté 23 °C,
oproti kontrole K 23, projevila u obou testovanych skupin (TLC 23, TEN 23). U skupiny
TEN 23 byly oproti K 23 zvysené hodnoty NH3 naméfeny po celou dobu expozice (po 14
i 28 dnech). Po 28 dnech expozice bylo u této skupiny zaroven statisticky zaznamenano
(P<0,05) zvyseni koncentrace NHz Vv prub&hu celého testu. Po 14 dnech depurace jiz u
této skupiny nebyly zaznamenany zadné statisticky vyznamné (P<0,01) zmény oproti
K 23. U druhé skupiny TLC 23 byly signifikantné (P<0,01) zvysené hodnoty NHas, oproti
kontrole K 23, zaznamenany jiz po 14 dnech expozice a pietrvavaly i po 14 dnech
depurace. V tomto obdobi byly zaroven i statisticky nejvyssi (P<0,05) naméiené
koncentrace v prubéhu celého experimentu. Ke konci depurace, tedy po 28 dnech se

koncentrace NH3 ustalila na bézné hodnoty K 23.
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Graf ¢. 8: Hodnoty amoniaku (NHs) v hemolymf& raka mramorovaného béhem experimentu.
Hodnoty uvadéji praimér + SD, N=6. Mal4 a velka pismena piedstavuji statistické rozdily (P<0,01) mezi
skupinou v jedné teplotni zén¢ a mezi obéma teplotnimi zénami ve stejném Case vzorku. *Oznacuje
statisticky vyznamné (P<0,05) rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v ¢ase. exp — expozice thiaclopridu;
dep — depurace v ¢isté vodé; K 17, K 23 — 0 pg-1"; TEN 17, TEN 23— 4,5 ug-1't; TLC 17, TLC 23 - 64,6
g1,



4.4.3. Cytoplazmatické a mitochondrialni enzymy

4.4.3.1. Alanin aminotransferaza (ALT)

V grafu €. 9, vidime, Ze u teploty 17 °C se zména aktivity ALT, oproti kontrole K 17,
projevila pouze u skupiny TLC 17, kdy byly po 14 i 28 dnech expozice a jesté i po 14
dnech depurace statisticky zaznamenany (P<0,01) vyssi hodnoty v aktivité. Ke konci
testu, tedy po 28 dnech depurace se vSak hodnoty v aktivit¢ ALT ustalily na béznou
uroven kontroly K 17. Statisticky vyznamna (P<0,01) zména aktivity ALT oproti K 23,
se projevila i u teploty 23 °C, ale pouze ve skupin¢ TLC 23, kdy byla zvysena aktivita
ALT zaznamenana po celou dobu expozice (po 14 i 28 dnech) a pietrvavala i po 14 dnech
depurace. Posledni den depurace (po 28 dnech) byla zaznamenana naopak nizsi aktivita

ALT, jak oproti kontrole K 23 (P<0,01), tak i v prub&hu celého experimentu u TLC 23
(P<0,05).
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Graf ¢. 9: Hodnoty aktivity alanin aminotransferazy (ALT) v hemolymf& raka mramorovaného
behem experimentu. Hodnoty uvadéji primér + SD, N=6. Mala a velka pismena pfedstavuji statistické
rozdily (P<0,01) mezi skupinou v jedné teplotni zon€ a mezi ob&éma teplotnimi zénami ve stejném Case
vzorku. *Oznacuje statisticky vyznamné (P<0,05) rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v Case. exp —
expozice thiaclopridu; dep — depurace v &isté vodé; K 17, K 23 — 0 ug-1't; TEN 17, TEN 23 — 4,5 ug-1%;
TLC 17, TLC 23 — 64,6 pg-1™.



4.4.3.2. Asparat aminotransferaza (AST)

Statisticky vyznamna (P<0,01) zména v aktivité AST pfi teploté 17 °C, se oproti
kontrole K 17 projevila u obou skupin (TEN 17, TLC 17). Z grafu ¢. 10 je patrné, ze u
skupiny TEN 17 byla zvysena aktivita AST, oproti kontrole K 17, zaznamenéna az po 28
dnech depurace, coz byla u této skupiny i signifikantné (P<0,05) nejvyssi aktivita
Vv prabéhu celého experimentu. U skupiny TLC 17 byla zvysena aktivita AST oproti K 17
zaznamenana az po 28 dnech expozice, ale ptetrvavala i po 14 dnech depurace. V tomto
obdobi byla u této skupiny zaznamenana i signifikantné¢ (P<0,05) nejvyssi aktivita AST
v pribéhu celého experimentu. Ke konci testu vsak aktivita AST u této skupiny byla
oproti K 17 stale signifikantné (P<0,01) zvySena. Také u teploty 23 °C se statisticky
vyznamn¢ (P<0,01) zménila aktivita AST oproti kontrole K 23, kdy se projevila u obou
skupin (TLC 23, TEN 23). U skupiny TEN 23 oproti K 23, byla zvysena aktivita AST az
po 28 dnech expozice, ale jiz po 14 dnech depurace se aktivita AST vratila na béznou
uroven K 23. U skupiny TLC 23, oproti K 23, byla signifikantn¢ (P<0,01) zvySena
aktivita AST zaznamenana aZ po 28 dnech expozice a pretrvavala i po 14 dnech depurace.
V tomto obdobi u této skupiny byla zaroven zaznamenana i signifikantné nejvyssi
(P<0,05) aktivita AST v prabéhu celého testu. Ke konci experimentu po 28 dnech

depurace se aktivita AST ustalila na béznou uroven K 23.
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Graf ¢. 10: Hodnoty aktivity asparat aminotransferazy (AST) v hemolymf€ raka mramorovaného
behem experimentu. Hodnoty uvadéji primér + SD, N=6. Mala a velka pismena piedstavuji statistické
rozdily (P<0,01) mezi skupinou v jedné teplotni zon€ a mezi obéma teplotnimi zénami ve stejném Case
vzorku. *Oznacuje statisticky vyznamné (P<0,05) rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v Case. exp —
expozice thiaclopridu; dep — depurace v &isté vodé; K 17, K 23 — 0 ug-1't; TEN 17, TEN 23 — 4,5 ug-1%;
TLC 17, TLC 23 - 64,6 pg-1™.



4.4.3.3. Kreatinkinaza (CK)

V grafu €. 11 vidime, ze u teploty 17 °C, byly oproti kontrole K 17, zaznamenany
statisticky vyznamné (P<0,01) zmény aktivity CK u obou skupin (TEN 17, TLC 17).
U skupiny TEN 17, oproti kontrole K 17, byla zvysena aktivita CK zaznamenana po 28
dnech expozice a po 14 dnech depurace stale pietrvavala. Signifikantné nejvyssi (P<0,05)
zména aktivity CK u této skupiny v prubéhu celého experimentu nastala po 28 dnech
expozice. Ke konci testu, tedy po 28 dnech depurace se aktivita CK opét vratila na bézné
hodnoty K 17. U skupiny TLC 17, oproti K 17, byla zvysena aktivita CK zaznamenana
jiz po 14 dnech expozice, ale po 28 dnech expozice se aktivita CK vratila na hodnoty
u kontrolni skupiny K 17. U teploty 23 °C se statisticky vyznamna (P<0,01) zména
aktivity CK oproti kontrole K 23 projevila pouze u skupiny TLC 23. ZvySené hodnoty
aktivity CK, oproti K 23, byly zaznamenany po celou dobu expozice (po 14 i 28 dnech)
a pretrvavaly i1 po celou dobu depurace (po 14 1 28 dnech). Posledni den depurace u této
skupiny byla v8ak zaznamenana statisticky vyznamné (P<0,05) niz$i aktivita béhem
celého experimentu, nicméné porad statisticky prevySovala (P<0,01) hodnoty kontroly
K 23.
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Graf ¢. 11: Hodnoty aktivity kreatinkinazy (CK) v hemolymf& raka mramorovaného béhem
experimentu. Hodnoty uvadgji priimér + SD, N=6. Mal4 a velk4 pismena predstavuji statistické rozdily
(P<0,01) mezi skupinou v jedné teplotni zon€ a mezi obéma teplotnimi zénami ve stejném Case vzorku.
*QOznaduje statisticky vyznamné (P<0,05) rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v Case. exp — expozice
thiaclopridu; dep — depurace v ¢isté vodg; K 17, K 23 — 0 pg-1't; TEN 17, TEN 23 — 4,5 ug-1?%; TLC 17,
TLC 23 - 64,6 ug-1™.



4.4.3.4. Laktat dehydrogenaza (LDH)

V grafu ¢. 12 mizeme dobfe vidét, ze u aktivity LDH nebyly mezi skupinami v ramci
jednotlivych teplot zaznamenany zadné statisticky vyznamné (P<0,01) rozdily. Jediny
statisticky vyznamny (P<0,01) rozdil je patrny pii teploté 23 °C, kdy byly u v§ech skupin,
oproti teploté 17 °C zaznamenany, vyssi aktivity LDH.
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Graf ¢. 12: Hodnoty aktivity laktat dehydrogenazy (LDH) v hemolymfé raka mramorovaného
behem experimentu. Hodnoty uvadgji primér + SD, N=6. Mala a velka pismena piedstavuji statistické
rozdily (P<0,01) mezi skupinou v jedné teplotni zon€ a mezi obéma teplotnimi zénami ve stejném case
vzorku. *Oznacuje statisticky vyznamné (P<0,05) rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v Case. exp —
expozice thiaclopridu; dep — depurace v &isté vodé; K 17, K 23 — 0 ug-1't; TEN 17, TEN 23 — 4,5 ug-1%;
TLC 17, TLC 23 - 64,6 pg-1™.



4.4.4. Mineraly

4.4.4.1. Vapnik a hoté&ik (Ca? a Mg?")

V tabulce ¢. 11 miizeme dobie vidét, ze u zméfenych koncentraci Ca®* a Mg?* nebyly
mezi skupinami v ramci jednotlivych teplot, zaznamenany zadné statisticky vyznamné
(P<0,01) rozdily. Jediny statisticky vyznamny (P<0,01) rozdil je patrny pfi teploté 23 °C,

kdy byly u vSech skupin oproti teploté 17 °C, zaznameniny vyssi koncentrace Ca®*

a Mg?".
Tabulka ¢. 11: Hodnoty mineralti v hemolymf€ raka mramorovaného béhem experimentu.
MINERALY
Den Faze - :
experimentu Testovaci skupina

K17 TEN17 | TLC17 K23 TEN23 | TLC 23

, 3,33+ 3,37 + 3,38 + 3,52 + 3,50 + 3,49 +

14. expozice aA aA aA B B 4B
0,29 0,12 026%™ | 0,22°% | 0,13 | 0,21%

, 3,39 + 3,36 + 3,40 + 3,39 + 3,44 + 3,49 +
ca? | B | ePoEC® | oo | g7t | o9 | 047 | o021 | 027+
(mmol-I") e 3,23+ 3,26 + 3,29 + 3,39+ 3,40 + 3,42 +
' 0,16™ 018" | 0,10 0,18%® 0,14%® 0,18%®

o — 3,20 iA 3,28 iA 3,27 Jf 3,35 iA 3,25 iA 3,28 iA

0,16 0,212 0,20% 0,112 0,17 0,142

14, | expozios 1,1747: 1,14472 1,181/; 1,254_; 1,264_; 1,274_;

0,10% 0,12° 0,18 0,04 0,06% 0,112

, 111+ 1,16 + 1,13 + 1,22 + 1,24 + 1,25 +

mgr | 2B | exPozce | om0 | o11™ | 008 | 007 | 008®
(mmol - I') e 113+ 115 + 111+ 1,28 + 1,24 + 1,27 +
' 0,13 0,10 0,23 0,13%® 0,07%® 0,09%®
i 113+ 117 + 114 + 1,29 + 1,27 + 1,25 +

0,14 0,07 0,07 0,05% 0,05%° 0,09%°

Hodnoty uvadéji praimér = SD, N=6. Mala a velka pismena piedstavuji statistické rozdily (P<0,01) mezi
skupinou v jedné teplotni zon¢ a mezi obéma teplotnimi zénami ve stejném case vzorku. *Oznacuje
statisticky vyznamné (P<0,05) rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v ¢ase; K 17, K 23 — 0 ug-1%; TEN

17, TEN 23— 4,5 pg-1; TLC 17, TLC 23 - 64,6 pg 1.




4.4.5. Proteiny krevni plazmy

4.4.5.1. Albumin (ALB), globulin (GLOB) a celkové proteiny (TP)

Z tabulky ¢. 12 vyplyva, ze u naméfenych koncentraci ALB a GLOB nebyly

zaznamenany zadné statisticky vyznamné (P<0,01) rozdily.

Tabulka ¢. 12 dale ukazuje, Ze obecné pii vyssi teploté, byla namétfena u vSech skupin
(K 23, TEN 23, TLC 23) i vyssi koncentrace TP, oproti skupinam vystavenym niz§im
teplotnim podminkam (K 17, TEN 17, TLC 17). Mezi skupinami vSak v ramci

jednotlivych teplot nebyly zaznamenany statisticky vyznamné (P<0,01) zmény.

Tabulka ¢. 12: Hodnoty proteinti V hemolymfg€ raka mramorovaného béhem experimentu.

) PROTEINY PLAZMY
Faze
experimentu Testovaci skupina
K 17 TEN17 | TLC 17 K 23 TEN23 | TLC 23
2067+ | 2133+ | 2117+ | 2233+ | 2283+ | 2267+
1,60%" 1974 | 227 1,25%8 1,07%8 1,11%8
2067+ | 2050+ | 2000+ | 2183+ | 2217+ | 2167+
TP 1,494 1,50%" 1,534 1,07%8 1,07%8 1,70%8
(") | g 2083+ | 2117+ | 2100+ | 2267+ | 2250+ | 2183+
b epurace
. 1,344 1,574 1,534 1,37%8 0,96°% 1,86%°
2067+ | 2083+ | 2100+ | 2300+ | 2283+ | 2250+
1,80%" 1,074 1,154 | 0,82%® 1,07%8 1,26%8
283+ 267 + 2,50 3,00 317 + 3,00
069 | 094 | 096 | 058 | 069" | 08*
233+ 217 + 2.00 + 317 + 267 + 283 +
ALB 0754 | 069 | 058 | 069* | 094 | 1,01
(g-T") | 4 250 + 233+ 217 + 317 + 3,00 + 2,83+
b epurace
. 0964 | 075" | 107 | 069 | 08* | 03
217 + 233+ 217 + 317 + 3,00 + 283+
069" | 075" | 069" | 069 | 08* | 069"
1783+ | 19,00+ | 1833+ | 1983+ | 1967+ | 1967+
134 | 100" | 170" | 037 | 094 | o0m
1833+ | 1817+ | 18,00+ | 1867+ | 1950+ | 18,83+
GLOB 160° | 157" | 120" | 075 | 150 | 1,07
(g-T") | g 1833+ | 1817+ | 18,83+ | 1950+ | 1950+ | 19,00+
5 epurace
5 1897 | 105 | 254 | 1124 | 050°° | 200
1883+ | 1817+ | 1950+ | 1983+ | 1967+ | 1950+

186" | 157 | 180" | 069" | 047 | 076"
Hodnoty uvadéji praimér = SD, N=6. Mala a velka pismena piedstavuji statistické rozdily (P<0,01) mezi
skupinou v jedné teplotni zon¢ a mezi obéma teplotnimi zéonami ve stejném Case vzorku; K 17, K23 -0
ug-1't; TEN 17, TEN 23 - 4,5 pug-1'; TLC 17, TLC 23 - 64,6 ug-17.

Den

14. expozice

28. expozice

28. depurace

14. expozice

28. expozice

28. depurace

14. expozice

28. expozice

28. depurace
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5. Diskuse

Pro spravné vyhodnoceni vlivu toxické latky na organismus je dilezité zaméfit se
I na ostatni faktory, které mtizou toxicitu latky a jeji ptisobeni velice ovliviiovat. Nahlé,
ale i dlouhodobé pisobeni abiotickych faktorii, miize mit negativni vliv na fyziologické
I biochemické pochody vSech organismi a tim zménit jejich citlivost ke znecist'ujicim
latkam v Zivotnim prostfedi (Morris a Oliver, 1999). Velice vyznamnym abiotickym
faktorem, ktery piimo ovliviiuje Zivot vSech vodnich organismi, zejména téch
poikilotermnich, je teplota vody. Fyziologicky stav téchto zivocichd, je zavisly na teploté
prostiedi, proto je vhodné pii zkoumani chronické toxicity latek zohlednit 1 vliv dalSich

faktord prostiedi (Manciocco a kol., 2014; Jacquin a kol., 2019).

O vliv teploty na biochemické 1 fyziologické parametry vodnich Zivocichli se ve
svych publikacich zajima nékolik autori (Lopez-Olmeda a Sanchez-Vazquez, 2011,
Long a kol., 2012; Zhang a kol., 2017). VétsSina autoru se zabyva pouze vlivem samotné
teploty, zejména akutnim vlivem rychle rostouci teploty na biochemicke ¢i fyziologické
parametry ryb (Cheng a kol., 2018; Yang a kol., 2018) nebo raka (Malev a kol., 2010;
Bone a kol., 2017). Autoru, ktefi ve svych pracich zkoumaji synergické u¢inky toxickych
latek s teplotou vody, je podstatné méné. Jacquin a kol. (2019) ve své praci uvadi,
ze teplotni 1 chemické vlivy v prostiedi spolu tzce souvisi. Vysoké teploty zvySuji
metabolismus ryb a zaroven usnadiiuji vstfebavani toxickych latek do organismu.
Kombinace nékolika stresovych faktorti (vysoka teplota, nedostatek kyslikt, ptisobeni
toxickych latek) ma negativni vliv na schopnost organismu vytvaret dostate¢né mnozstvi

obrannych mechanismu (Mehta, 2017).



5.1. Chovani a mortalita

Béhem naseho experimentu bylo vSeobecné zjisténo, ze pii teploté vody 17 °C,
vykazovali raci ve vSech skupinach nizsi fyziologickou aktivitu, oproti rakiim v nadrzich
s teplotou vody 23 °C, kde byli raci ve vSech skupinach aktivnéjsi. Chronické ptisobeni
thiaclopridu v koncentracich 4,5 a 64,6 pg-1?* pii riiznych teplotach (17 a 23 °C) dale
nemélo béhem experimentu zadny zasadni vliv na zmény chovani ¢i mortalitu raka
mramorovaného. VétSina laboratornich studii popisuje pouze uUc€inky riznych davek
testované latky na organismy, ale nehodnoti uz dalsi vlivy prostiedi jako je v naSem
piipad¢ teplota. VéEtSina laboratornich studii je provadéna pii konstantni teploté kolem
20 °C, jak popisuji i nasledujici studie. Velisek a Stara (2018) ve své praci zkoumali vliv
nékolika koncentraci thiaclopridu (4,5, 225 a 450 pg-1™) po dobu 35 dni na embrya
a pludek kapra obecného (Cyprinus carpio) pii pramérné teploté vody 22 °C. Podobné
i Koutnik a kol. (2014), ktefi zkoumali chronicky vliv metribuzinu v koncentracich 0,52
pg-lt a 3,06 mg:1? po dobu 30 dni pfi primémé teploté vody 20 °C na raka
mramorovaného. V téchto pracich (Koutnik a kol., 2014; VeliSek a Stard, 2018) nebyly
zjistény zadné rozdily v chovani a mortalité rakii béhem experimentli. Zmény v chovani
u ruznych druhti rakti zaznamenala ve své praci Strouhova (2018), ktera sledovala akutni
toxicitu pesticidniho piipravku Calypso (obsah thiaclopridu 480 g-17%) pii primérné
teploté 20 °C. Pii koncentracich Calypsa pod 1 mg-1? u rakéi nezaznamenala 7adné
vyznamné zmény V chovani. Zmény chovani, jako pfevraceni rakli na zada,
nekoordinované pohyby a zpomalené dychani a naslednou mortalitu, zaznamenala az pfi
vyssich koncentracich od 5 mg-1?. Studie, ktera se zabyva toxickou davkou pesticidi pii
ruznych teplotach, je prace Jacquina a kol. (2019), ktetfi se zabyvali vlivem dvou
koncentraci (8,4 a 42,0 pg-1?) smési 6 herbicid (S-metolachlor, isoproturon, linuron,
atrazine-desethyl, aclonifen and pendimethalin) pfi teplotach 22 a 32 °C v prubéhu 96
hodin na karase zlatého (Carrasius auratus). Jejich vysledky ukazaly, ze vyssi teplota
sama o sob€ zpusobila zmény v chovani ryb, kdy byla pozorovdna zvySend aktivita

plavani a pfijem krmiva, a zvysila i negativni G¢inek pesticidi.



5.2. Antioxidaé¢ni parametry a lipidni peroxidace

Zmény aktivity antioxidac¢nich enzymii (SOD, CAT) i neenzymatického antioxidantu
(GSH) byly zaznamenany ve vSech tkanich (Svalu, hepatopankreatu i Zaber) u obou
zkoumanych koncentraci (4,5 a 64,6 pg-1"?) a sledovanych teplot (17 a 23 °C) v prib&hu
experimentu. Jedinou vyjimku tvoii GST, jehoZ zména aktivity byla zaznamenana jen
v tkanich svalu a hepatopankreatu, také u obou koncentraci Vv obou sledovanych
teplotach. VétSina autorii ve své praci sleduje pouze vliv riznych koncentraci,
ale nehodnoti i dalsi abiotické faktory, jako je v naSem piipadé teplota vody. Jak jiz bylo
zminéno, vétSina laboratornich studii je provadéna pii konstantni teploté kolem 20 °C.
Zmény aktivit antioxidant U ranych vyvojovych stadiich kapra obecného vystavené¢ho
thiaclopridu, pti pramérné teploté vody 22 °C, ve své praci popisuji Velisek a Stara
(2018), ktefi zaznamenali u viech zkoumanych koncentraci (4,5 - 450 pg-1?%) snizenou
aktivitu SOD a GR, naopak u CAT, GST a GSH zmény oproti kontrolni skupiné
nenastaly. Vyrazné zmény GST u zastupce korysi — kreveté baltické (Palaemon
adspersus) také zaznamenali ve své praci i Berghiche a kol. (2017), ktefi zkoumali akutni
vliv (96 h) neonikotinoidového insekticidu Actara (25% thiamethoxam) v koncentraci
0,30 20,65 mg-1". V tkanich raka ¢erveného (Procambarus clarkii) byly v praci Staré
akol. (2014), také zaznamenany zmény v aktivit¢ SOD, CAT a GR, v prabéhu
chronické expozice prometrynu u vSech zkoumanych koncentraci (0,510 pg-1?, 0,144
a1,144 mg-1'Y) pfi primérné teploté vody 21 °C. Zmény aktivity biochemickych
parametra sledovali ve své praci i Cheghib a kol. (2020), ktefi zkoumali chronicky vliv
tfech rtiznych koncentraci (10, 20 a 40 mg-1!) neonikotinoidového insekticidu Actara
(25% thiamethoxam) pti pramérné teploté vody 16 °C, v pribéhu 28 dni v jatrech ryb se
zavérem, ze aktivita GST byla zavisla na dob¢ pusobeni a vysi koncentrace. Yang a kol.
(2020) ve své praci shromazdili zjisténé skute¢nosti o vlivu pyrethroidi na necilové vodni
zivo€ichy, konkrétné¢ ryby. | zjejich prace vyplyva, Ze chronicky vliv
bézné se vyskytujicich environmentalnich koncentraci pyrethroida (deltametrin 0,04-24
ng-1t, cypermethrin <1 pg-1?t a lambda-cyhalothrin 0,346-0,983 pg-1™) v povrchovych
vodach, mé silny vliv na biochemické parametry (SOD, CAT, GST, GSH, LPO) vodnich

organismil.

Béhem naSeho méfeni byly zaznamenany jak zvySené, tak snizené hodnoty

jednotlivych antioxidantl. Jejich kolisani bylo zavislé také na dobé piisobeni a davce
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toxické latky (thiaclopridu), kdy se v pribéhu expozice raci nejspiSe prizpusobovali
pusobeni thiaclopridu a také v prubéhu depurace, kdy se s nejvétsi pravdépodobnosti
organismus vyrovnaval s velkym mnozstvim zbyvajicich volnych radikalti zptisobenych
ptredeslou expozici thiaclopridu. Chronicky vliv riznych koncentraci imidaclopridu (0,3,
1,25 a 5 mg-1"?) na biochemické ukazatele (ROS, SOD, CAT a GST) ryb béhem 28 dni,
ve své praci zkoumali i Ge a kol. (2015), kdy zjistily zvySené i snizené hodnoty parametrti

v zavislosti na dob¢ expozice.

Dalsim faktorem, ktery mél zasadni vliv na antioxida¢ni parametry v priab&hu naseho
meéteni byla 1 teplota vody. Pii niZsi teploté (17 °C) byly cCastéj$i zmény zaznamenany
u CAT a GSH. Naopak pfti vyssi teplote (23 °C) se Castéj$i zmeény vyskytovaly u enzymu
SOD. U GST vsak teplota vody na jeji aktivitu neméla vyrazny vliv, pocet zmén byl
V obou teplotach piiblizné stejny. V naSem méteni jsme dale prokazali, ze teplota vody
neméla vliv pouze na antioxidaéni parametry samotné, ale ovlivnila 1 aktivitu
jednotlivych antioxida¢nich parametri v souvislosti s toxicitou zkoumané latky
thiaclopridu. U vsech antioxidantt, byly v nékolika pfipadech naméteny rozdilné hodnoty
mezi teplotami u skupin vystavenych stejnym koncentracim thiaclopridu, i pfesto,
ze jejich kontrolni skupiny mezi teplotami nevykazovaly zadné rozdily. K podobnym
vysledkiim dosli 1 Jacquin a kol. (2019), ktefi zjistili, Ze samotnd teplota vody na
bunéénou uroven organismu vliv neméla, ale naopak pii vys$si teploté (32 °C) se
prokazaly mnohem vétsi Skodlivé ucinky smési pesticidu nez pii nizsi teploté (22 °C).
Kombinované vlivy teploty a pesticidli ve své praci zjistil 1 Mehta (2017), kdy potvrdil,
ze toxicita Skodlivych latek v prostfedi je znacné ovlivnéna zménou klimatickych
podminek a muze mit neblahé ucinky na samotné vodni organismy. Jejich schopnost
tolerovat vysoké teplotni podminky je tedy pfimo sniZzena chronickou expozici
Skodlivych latek. Parithabhanu a Deepak (2014) ve své praci také potvrzuji, Ze toxicitu
pesticidit vyznamné ovlivituje kromé teploty i pH vody tim, ze méni fyziologické reakce
vodnich organismi, coz mlize vyrazné snizovat jejich toleranci ke Skodlivym latkam.
Dopad teplotniho stresu ve své praci potvrzuji i Malev a kol. (2010), kdy zkoumali vliv
zvysené teploty vody (25 a 30 °C) na raka bahenniho (Astacus leptodactylus) se zavérem,
Ze zpusobeny stres vyvolany zvySenou teplotou vody vedl k vyznamnému poskozeni

DNA.



Z nasich vysledkt dale vyplyva, ze zkoumana latka thiaclopridu v obou
koncentracich (4,5 i 64,6 ng-17) pii teploté 23 °C vedla k LPO u raka mramorovaného,
zejména v tkanich svalu, hned po 7 dnech expozice, avSak po zbytek experimentu se
hodnoty LPO ustalily na béznou uroven kontroly K 23. Zvysené hodnoty LPO byly také
zaznamenany v tkanich hepatopankreatu, ale naopak u teploty 17 °C, také v obou
koncentracich thiaclopridu. Je vsak zajimavé, ze u skupiny TEN 17, byly zvysené hladiny
LPO zaznamenany jiz po 7 a 14 dnech expozice, a naopak u skupiny TLC 17, oproti
skupiné¢ TEN 17 1 K 17, byly po celou dobu experimentu hodnoty LPO snizené, kdy na
jeho konci po 28 dnech depurace bylo zaznamenano u této skupiny vyrazné zvyseni.
Naopak v tkanich zaber se lipidni peroxidace nepotvrdila. V nasem piipad¢, méla na LPO
vliv, jak koncentrace zkoumané latky, tak teplota vody i doba puisobeni, kdy antioxidanty
v raznych tkanich a pti raznych teplotich a koncentracich thiaclopridu, reagovaly
rozdiln€. Tato skute¢nost se odrazila i od vyslednych hodnot LPO, které byly po dobu
experimentu zjistény jak snizené, tak zvysené, a predevS§im na zacatku nebo na konci
experimentu. K podobnym vysledktim dosli ve své praci i Cazenave a kol. (2006), ktefi
V jednotlivych tkanich ryb, po akutni expozici mycrocistinu-RR pfi primérné teploté
21 °C, dosli k odlisnym vysledkim LPO, kdy v tkanich jater a zaber, proti kontrole
zaznamenali jejich snizeni, v tkanich mozku jejich zvySeni, ale ve stievech rozdilné
hodnoty LPO nezaznamenali. Cazenave a kol. (2006) dale vysvétluji, Ze riznorodost
reakci v jednotlivych organech, muze byt zplGsobena jejich odliSnym piijmem,
biotransformaci nebo bioakumulaci Skodlivych latek. Poskozeni tkani ve své praci
popisuji i Shukla a kol. (2017), kdy v tkanich ledvin a jater zaznamenali zvySené hodnoty
LPO, po 24hodinové expozici imidaclopridu (27,5 mg-17?) i dichlorvosu (15 mg-1%) pii
25 °C. Naopak Velisek a Stara (2018) a Hlavkova (2018), v prab¢hu jejich experimentu,
LPO zptisobenou vlivem toxické latky nepotvrdili, i pfesto, ze zménu antioxidacnich

parametri zaznamenali.

V pritbéhu celého experimentu byly u sledovanych biomarkert zaznamendny zmény
i v kontrolnich skupinach. Tato skute¢nost jen potvrzuje to, Ze bilance antioxida¢niho
systému a udrzovani rovnovazného stavu ROS je pro organismus velice energeticky
naro¢ny proces, na kterém se podili celd fada enzymu a latek. Ty mohou byt ovlivnény

nejen toxicitou dané latky, dobou pusobeni nebo teplotou vody, jako v této studii,



ale i jinymi vlivy, jako jsou napf. samotna manipulace (Bergmann a kol., 2001), hustota
obsadky, predace, potravni rivalita, ro¢ni obdobi apod. (Chainy a kol., 2016).

5.3. Biochemicky profil hemolymfy

Vliv koncentrace thiaclopridu (4,5 i 64,6 pg-1?%), teploty a doby piisobeni mél
V prub¢hu naseho experimentu vliv i na vyznamné latky a enzymy v hemolymf¢ rakd,
kdy se projevil u ukazatelt GLU, NHz a enzyma AST, ALT, CK. Dalsi sledované
parametry (LDH, TP, Ca?*, Mg?*) byly ovlivnény predevsim teplotou vody, kdy u raki
Vv teplejsi vodé (23 °C) byly zvysené hodnoty téchto ukazatelti oproti rakiim v chladnéjsi
vodeé (17 °C). V jedinych dvou parametrech (ALB a GLOB) nebyly zaznamenany zadné
rozdily.

Vyrazné zmény v hodnotach ALB a GLOB v hemolymfé, ve své praci
nezaznamenali ani Stara a kol. (2016), ktefi zkoumali subchronické puisobeni (14 dni
expozice a 14 dni depurace) terbutylazinu a jeho degrada¢niho produktu v koncentracich
2,9 a 580 pg-1t na biochemické parametry raka ¢erveného (Procambarus clarkii) pii
prumérné teploté vody 19,1 °C. Stard a kol. (2019), kteti zkoumali chronicky vliv (28 dni
expozice, 28 dni depurace) s-metalachloru a jeho degrada¢niho produktu
(metalachlor-OA) v koncentracich 4,2 a 42 pg-1? na biochemické parametry raka
mramorovaného pii pramérné teploté vody 21,8 °C, také nezaznamenali zmény LDH,
TP, Ca?*, Mg?*. Vyznamné zmény Ca?* a Mg?* v hemolymfé rakd nezaznamenal ve své
praci ani Benli (2015), ktery zkoumal subchronicky vliv dvou koncentraci etofenproxu
(0,04 a 0,10 pg-1Y), pii primeérné teploté vody 20 °C, na biochemické parametry raka

bahenniho.

U LDH, TP, Ca®*, Mg®" byly vna§i praci zaznamenany pouze zmény mezi
jednotlivymi teplotami. V1iv samotné teploty byl dale také potvrzen u GLU, NHs, AST,
ALT a CK, kdy vSeobecné pii vyssi teploté byly pozorovany zvySené hodnoty téchto
parametrt. V nasem méfeni se dale potvrdilo, Ze jisté enzymy a latky v hemolymf¢ rakd,
muzou kolisat se vzdjemnou souvislosti teploty prostiedi a toxicity Skodlivych latek. Tato
skutec¢nost byla sledovana u hladin GLU a NHs, kdy se niz$i koncentrace thiaclopridu
(4,5 pg-1) projevila pouze u skupin TEN 23, avsak u skupin TEN 17 Zadné zmény

sledovany nebyly. Podobna situace nastala i u enzymu CK, jehoz zvysena aktivita byla



zaznamenana U skupiny TEN 17, kdy se naopak u skupiny TEN 23 nepotvrdila. Naopak
vystaveni raki vy$s§i koncentraci thiaclopridu (64,6 pg-1t) mélo vliv na zvyseni GLU,
NHz AST, ALT i CK, a to u obou teplotnich skupin (TLC 23, TLC 17). Dlouhodobymi
ucinky dvou ¢i vice rtiznych koncentraci pesticidii na biochemické parametry raki
ve svych pracich zkouma nékolik autor Banaee a Ahmadi (2011), Benli (2015), Stara
a kol. (2016, 2019). Stara a kol. (2019) ve své praci dosli k zavéru, kdy u nizsi (2,9 pg-1?)
koncentrace degrada¢niho produktu s-metalachloru pii primérné teploté vody 21,8 °C
zaznamenali zvyseni ALT, AST, NH3 a u vyssi koncentrace (580 pg-17) této latky se
projevilo navic i zvySeni hladin GLU. Banaee a Ahmadi (2011) ve své praci dosli
k zavéru, ze toxicita endosulfanu na biochemické parametry (napf. LDH) raka bahenniho
pii primérné teploté vody 17 °C, stoupa se zvySujici se koncentraci 1 dobou piisobeni.
Stara a kol. (2016) ve své praci uvadeji, ze vliv degradacniho produktu pesticidu
terbutylazinu pti primérné teploté vody 19,1 °C méa vyznamny vliv na CK i Ca?*
Vv hemolymf€ rak jiz v takovych koncentracich, které se bézné vyskytuji v povrchovych
vodach (2,9 pg-1t). Samotnym vlivem teploty na biochemické parametry krve ryb nebo
hemolymfy vodnich kory$t se zajimd velké mnozstvi autori a je dobfe popsana
i U zastupcu korysa (Durand a kol., 2000; Malev a kol., 2010; Liu a kol., 2010; Wang
a kol., 2019; Quily a kol., 2020). Teplotni stres ma prokazatelny vliv na fadu
biochemickych parametri, méni hladiny riznych latek v hemolymfé/krvi vodnich
zivoCichii a miize neptiznivé ovlivnit jejich metabolismus 1 imunitni systém (Cheng
a kol., 2018). Malev a kol. (2010) ve své praci potvrdili, ze zejména teplota vody,
ale i fada jinych stresort (nedostatek kysliku nebo potravy) ma vyznamny vliv na kolisani
biochemickych parametri, jako je napt. koncentrace GLU v hemolymf¢ raku. ZvySené
hodnoty AST, ALT, LDH a GLU byly zaznamenany v praci Chenga a kol. (2018),
ktefi zkoumali vliv postupné se zvysujici teploty (25 — 37 °C) na biochemické parametry
krve ryb. ZvySeni hodnot AST, ALT a TP, po vystaveni Krevetky rosenbergovi
(Macrobrachium rosenbergii) vyssim teplotnim podminkam (35 °C) ve své praci
zaznamenali i Liu a kol. (2010). Durand a kol. (2000) ve své praci uvadi,
ze pti primérnych letnich teplotdch vody (20 °C) stoupa obsah amoniaku v hemolymf¢

kraba pavouciho (Maja squinado), oproti hodnotam pti primérné teploté vody 10 °C.

V prib¢hu naSeho meéfeni bylo dale zjiSténo, Ze u skupin vystavenych niZsi

koncentraci thiaclopridu (4,5 pg-1") se u GLU a NHs projevilo zvyseni zejména po 14



I 28 dnech expozice, ale jiz po 14 dnech depurace nebyli raci touto latkou dale ovlivnéni.
Naopak u enzymi CK a AST se zvySeni aktivity zacalo projevovat zejména az po 28
dnech expozice, kdy jesté po 14 dnech depurace byly hodnoty stale zvysené, ale 28denni
depurac¢ni doba stacila k vyrovnani hodnot na turoven kontroly. Naopak u vyssi
koncentrace thiaclopridu (64,6 ng-1"?) bylo zjisténo, ze 28denni depuraéni doba nebyla
dostatecna, jelikoz raci na konci testovani stale vykazovali zvySené hodnoty CK, ALT,
AST i GLU. Ztéto skuteCnosti vyplyva, ze depuracni doba 28 dni staci pro
vyrovnani biochemickych parametrd v hemolymf¢€ rakti u niz$i koncentrace thiaclopridu
(4,5 pg-1'h), ale pti vystaveni rakli vy$si koncentraci jejich metabolismus vyzaduje vice
Casu nez 28 dni depurace na jejich Gplné zotaveni. Z nasich vysledka je patrné, Ze doba
pusobeni toxické latky ovlivituje biochemické parametry vodnich zivocicht, coz ve své
praci potvrzuji i Banaee a Ahmadi (2011) 1 Banaee a kol. (2011). Stejné jako se potvrdilo
I V nasi praci, doba potiebna k zotaveni organismu je pro vodni zivoCichy také podstatna
a ve své praci to také potvrzuji i Stard a kol. (2016, 2019), kdy uvadéji, ze celkova
potiebna doba pro zotaveni organismu je zavisla na toxické davce a jeji dob¢ ptsobeni

na organismus.



6. Zavér

Globalni zmény klimatu, zvysujici se teplota vody a stale se zvySujici spotieba
chemickych latek maji negativni dopad na vodni ekosystémy. Znehodnocené Zivotni
prostiedi ma za dusledek zvySovani molekularniho i bunééného poskozeni organismd.
Vzhledem k tomu, ze i pomérné nizké koncentrace pesticidd bézné se vyskytujicich
V povrchovych vodach po celém svété negativné ohrozuji Zivot organismui, mizou tak
vést k tomu, Ze synergické plisobeni ménicich se abiotickych i antropogennich stresorti
bude mit negativni dopad nejen na jednotlivce, ale 1 na celd spoleCenstva, a nakonec i cely

ekosystém.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit vliv koncentrace, doby piisobeni a teploty
na biochemické parametry raka mramorovaného, vystaveného insekticidu thiacloprid.
Z vysledki této prace je patrné, ze koncentrace thiaclopridu uz v takovych hodnotach,
jaké se vyskytuji v povrchovych vodach (4,5 pg-1), ma negativni Gi¢inek na biochemické
parametry raka mramorovaného. Thiacloprid v tkanich svalu, hepatopankreatu a zaber
rakd ovlivnil rovnovahu Vv antioxidacnim systému a zplsobil oxidacni stres v tkanich
a enzymatickou ¢innost AST, ALT a CK v hemolymf€, coz potvrzuje poSkozeni bunck
V organismu a zvyseni uvoliiovani téchto latek do hemolymfy rakii. Tato prace se vSak
nezabyvala pouze samotnym vlivem koncentrace thiaclopridu, ale také dulezitym
parametrem, na kterém je zivot poikilotermnich Zivo¢ichui pfimo zavisly, a to teplotou
vody. V této praci bylo potvrzeno, Ze teplota vody hrala pii zkoumani vlivu thiaclopridu
dulezitou roli. Ovlivnila aktivitu jednotlivych enzymi a latek v tkdnich svalu,
hepatopankreatu, zaber a hemolymf€, coz mélo dopad na jejich odlisné projevy vuci
samotné toxicité thiaclopridu na organismus. Samotna koncentrace latky méla v dasledku
vliv 1 na schopnost regenerace raki, kdy zejména pti vyssich koncentracich thiaclopridu
a vysSich teplotach nebyli raci schopni béhem 28denni depuraéni doby vyrovnat své

biochemické mechanismy na béznou troven kontrol.

Od 1. kvétna 2020 je prodej thiaclopridu zakazan, ale je vSak mozné jeho zasoby
spotiebovat do 9. ledna 2021 a jeho metabolity tak mohou jesté nékolik let pietrvavat v
ekosystému. Zakaz této latky jen potvrzuje, Ze jeji pouzivani negativné pusobi na zivotni

prostiedi, coz potvrzuji i vysledky této prace. Nesmime vSak zapomenout, Ze se zdkazem



jistych pesticidt ptichdzi na fadu vyroba novych, jejichz u¢inklim na necilové organismy
neni vénovana dostateCna pozornost. Na zavér této prace bych doporucila, pti zkouméani
vlivi pesticidnich latek, zamétit se zejména na jejich chronické plsobeni a zaroven
zohlednit 1 jiné faktory prostiedi, jako je zvySujici se globalni teplota, kterda ma za
disledek nejen zvysSovani teploty vody, ale také ubyvani vodnich zdrojui a S nim spojené
1 zvySujici se koncentrace Skodlivych latek ve vodnim prostiedi. Ziskané vysledky této
prace rozsitily dosavadni informace o vlivu thiaclopridu na necilové vodni organismy,
konkrétn¢ raky a potvrdily synergické ucinky teploty vody a koncentrace thiaclopridu,
jejichz G¢inky zkouma jen malo autor a mohou byt dale ptikladem pro vyhodnoceni rizik

na zivotni prosttedi.
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9. Abstrakt

Vliv koncentrace, teploty a doby pusobeni na biochemické parametry raka
mramorovaného (Procambarus  fallax  f. virginalis), exponovaného

neonikotinoidovému pesticidu, thiaclopridu.

Cilem této prace bylo zhodnotit vliv koncentrace, teploty a doby pulisobeni
thiaclopridu na biochemické parametry raka mramorovaného nyni oznacen latinskym

nazvem (Procambarus virginalis).

Doba experimentu probihala po dobu 56 dni (28 dni expozice a 28 dni depurace),
kdy byli raci rozdéleni do skupin podle vybranych koncentraci: (kontrolni skupina (K)
bez obsahu thiaclopridu, nejvyssi zjisténa environmentalni koncentrace 4,5 ug-1™* (TEN)
a koncentrace 64,6 pg-I* (TLC), kterd odpovida 10% hodnoté 96hodinové letalni

koncentraci pro raka mramorovaného a ruznych teplot vody (17 a 23 °C).

Béhem experimentu byla u rakl vystavenych nizsi teploté vody (17 °C) pozorovéana
obecné nizsi aktivita v chovani nez u raka vystavenych vyssi teploté (23 °C). Vliv obou
zkoumanych koncentraci (4,5 a 64,6 ng-1") zptisobil v tkanich svalu a hepatopankreatu
LPO a zménu aktivity GST. Dale byly zaznamenany statisticky vyznamné (P<0,01)
zmény SOD, CAT a GSH ve vsSech tkéanich (svalu, hepatopankreatu i zaber), u obou
zkoumanych koncentraci (4,5 a 64,6 pg-171) a sledovanych teplot (17 a 23 °C) v priibéhu
experimentu. Vliv koncentrace thiaclopridu, teploty a doby ptsobeni zptisobil dale nartst
GLU, NHs, AST, ALT a CK v hemolymf¢ rakt. Dalsi sledované parametry v hemolymf¢
(LDH, TP, Ca%*, Mg*") byly ovlivnény piedevsim teplotou, kdy u raki v teplejsi vodé
(23 °C) byly zaznamenany zvySené hodnoty téchto ukazateld oproti rakiim v chladnéjsi
vod¢ (17 °C). V jedinych dvou parametrech (ALB a GLOB) nebyly zaznamenany
vV hemolymf€ zadné rozdily. Nejvyssi statisticky vyznamné (P<0,05) zmény jednotlivych
parametrll v rdmci skupin byly pozorovany nejcastéji po 14 a 28denni expozi¢ni dobé,
kdy u nékterych parametri, zejména pii vyssi koncentraci thiaclopridu i teploté vody bylo
zjisténo, ze 28denni depuracni doba nebyla dostatecnd pro vyrovnani biochemickych
parametrli na bézné hodnoty kontrol. Na zavér je vhodné zminit, Ze na vliv jednotlivych
parametrli mé¢la vliv 1 samotna teplota vody, kdy byly v né€kolika ptipadech naméteny

rozdilné hodnoty sledovanych biomarkerti mezi teplotami u skupin vystavenych stejnym



koncentracim thiaclopridu, i ptesto, Ze jejich kontrolni skupiny mezi teplotami
nevykazovaly zadné rozdily.

Vysledky této prace potvrzuji synergické ucinky thiaclopridu, teploty a doby
pusobeni na necilové vodni organismy a mohou byt podkladem pro dalsi studie zabyvajici

se hodnocenim vlivu thiaclopridu i jinych pesticidnich latek na organismy.

Klic¢ova slova: insekticidy, kory$i, hemolymfa, antioxidanty, oxidacni stres,

synergické ucinky.



10. Abstract

Effect of Concentration, Temperature and Duration of Action on Biochemical
Parameters of Marbled Crayfish (Procambarus fallax f. virginalis) Exposed
to Neonicotinoid Pesticide, Thiacloprid.

The aim of this work was to evaluate the effect of concentration, water temperature
conditions and duration of action of thiacloprid on biochemical parameters of marbled
crayfish (Procambarus virginalis).

The time of this experiment was taken for 56 days (28 days of exposure and 28 days
of depuration). Crayfish were divided into groups according to selected concentrations:
control group without thiacloprid (K), highest detected environmental concentration
4.5 ng-1t (TEN) and concentration 64.6 pg-1* (TLC) (10 % of the 96-hour lethal
concentration for marbled crayfish) and different water temperatures (17 and 23 °C).

Crayfish, which was exposed to a lower water temperature conditions (17 °C) during
the experiment, have been generally shown lower activity in behaviour against crayfish
exposed to a higher temperature (23 °C). The effect of concentrations of thiacloprid
(4.5 and 64.6 ng-1") caused in the muscle and hepatopancreas LPO and changed GST
activity. Statistically significantly (P<0.01) changes were observed in all tissues (muscle,
hepatopancreas and gills), caused by effect of concentrations of thiacloprid (4.5 and 64.6
pg - 1Y) and temperature condition (17 and 23 °C) during the experiment in SOD, CAT
and GSH. The effect of thiacloprid concentration, water temperature condition and
duration of action caused in haemolymph significantly (P<0.01) increase in GLU, NHs,
AST, ALT and CK. Other parameters in haemolymph (LDH, TP, Ca?*, Mg?*) were
affected only by the water temperature condition. Crayfish in higher water temperature
condition (23 °C) showed higher values of these indicators in opposite to crayfish in
colder temperature condition (17 °C). No different changes in haemolymph were
observed only in two parameters (ALB and GLOB). The highest statistically significantly
(P <0.05) changes of individual parameters inside each one group were observed
especially after 14 and 28 days of exposure. Especially in higher concentration of
thiacloprid and temperature was found that 28 days of depuration time was not sufficient
to balance biochemical parameters to normal control values. At the end, it is apt to

mention that water temperature condition had influence on individual parameters



themselves, when in several cases different values of monitored biomarkers were
measured between temperatures in groups exposed to the same concentrations of
thiacloprid, even though their control groups showed no differences between

temperatures.

The results of this work confirm the synergistic effect of thiacloprid, temperature and
duration of action on non-target aquatic organisms and could be used for other studies to
evaluate the effect of thiacloprid and other pesticides on organisms.

Key words: insecticides, crustaceans, haemolymph, antioxidants, oxidative stress,
synergistic effects.



