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1 Uvod

Snaha lidstva o neustalé zlepSovani svych zivotnich podminek je znama jiz od
nepaméti a muzeme mezi ni zatadit také ochranu péstovanych plodin pfed chorobami
a $kadci. Prvni zminky o ochran& plodin nalézame v Cing, kde k tomuto uéelu slouzila
sira. Rozvoj ochrannych prostiedkii dale sméfoval k vyuzivani toxickych kovt a dalsich
prvkt i jejich sloucenin jako je olovo, rtut’ a arzen. V neposledni fad€ nalezly v minulosti
misto mezi pesticidy také latky pfirodniho ptivodu, 1ze mezi né€ zaradit insekticidy na bazi
sloucenin nikotinu ziskanych z tabaku (Cremlyn, 1978). Zminéné prostiedky vSak nebyly
prili§ ucinné.

K rozvoji ucinnych pesticidnich latek doslo az v 30. letech 20. stoleti s rozvojem
moderni syntetické chemie. Masova produkce syntetickych pesticidnich latek nastala po
druhé svétové valce. Ve 40. letech 20. stoleti objevil Paul Miiller insekticidni t€¢inky DDT
(dichlordifeniltrichlorethan). Jeho objev se stal zlomovym, pravé na jeho zékladu se
DDT stalo nejrozsifenéj§im a nejpouzivanéjsim pesticidnim prostiedkem. Tento objev
m¢él vSak do budoucna velmi silny negativni az devastujici vliv na ekosystémy a populace
organismu diky nedostateCnym informacim o uCincich této slouceniny. Vyznamnym
bodem v historii pesticidnich latek a jejich vyuzivani bylo vydani knihy Silent Spring
autorky Rachel Carlson poukazujici na negativni dopad pravé DDT na ekosystémy
(Carson, 1962). Po vydani knihy zapocCalo sledovani obsahu pesticidnich rezidui
v potravinach, vyzkumu vlivu pesticidi na zZivé organismy a v souvislosti s vyzkumem
také k rozvoji novych analytickych metod sledovani. Ziskané poznatky o negativnich
vlivech pesticidnich latek vedly k sepsani Stockholmské umluvy o perzistentnich

organickych polutantech, ktera zakazuje jejich pouzivani (VeliSek a kol., 2018).

Celosvetove rostouci nadmeérné uzivani pesticidi na zemédélskych plochach zvysuje
pravdépodobnost kontaminace dalSich necilovych ekosystémt (Schwarzenbach a kol.,
2006). Nejzavaznéjsi problém nastava v oblastech vodnich ekosystému, které mohou
pesticidy, jejich smési a metabolity, kontaminovat naptiklad vlivem splacht nebo vsakt
z oSetfenych ploch a vyrazn€ tim narusit kvalitu vod povrchovych i podzemnich.
K dal§im zavaznym dopadim nalezi také negativni dopad na necilové vodni organismy

(Ongley, 1996; Harrison, 2001; Agarwal, 2005).



Neustale se rozvijejici vyzkum chemického pramyslu poskytuje zejména zemédélstvi
Sirokou Skalu pesticidnich latek na bazi mnoha chemickych tfid. Vyzkum v této praci byl
zaméfen na dveé z nich, konkrétné na zastupce skupiny s-triazind selektivni herbicid
prometryn (US EPA, 1996; Kamrin, 1997). Druhym zkoumanym pesticidnim
prostiedkem byl zastupce tfidy chloracetamidi metazachlor vyuzivany zejména na

ochranu olejnatych plodin (Boger, 2003).

Cilem bakalarské prace bylo posoudit subletalni vliv davky metazachloru, prometrynu
a jejich smési na raka mramorovaného (Procambarus virginalis) béhem subchronického
testu toxicity. VIiv pesticidi a jejich smési na raka mramorovaného byl vyhodnocen
pomoci biochemického profilu hemolymfy, analyzy antioxidanti a biomarkeru
oxidacniho stresu ze vzorku svalstva, zaber a hepatopankreatu. Ziskané vysledky pfispély
k rozsifeni mnozstvi informaci a poznatki o toxickém vlivu jednotlivych herbicidu a
jejich smeési na necilové vodni organismy slouzici jako podklady pro hodnoceni rizik pro

zivotni prostiedi.
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2 Literarni prehled

2.1 Pesticidy

Definice mezinarodniho meéfitka formulovana komisi Codex Alimentarius Commision
(CAC) uvedla pesticidy jako: , VSechny slouceniny nebo jejich smési, urcené pro
prevenci, znicent, potlaceni, odpuzeni ¢i kontrolu Skodlivosti organismit béhem produkce,
skladovani, transportu, distribuci a zpracovani potravin, zemédélskych komodit a krmiv

a ddle ldatky aplikované u zvirat proti ektoparazitim® (CAC, 2013).

Pod pojmem pesticid si mizeme také predstavit slouCeniny pouzivané jako desikanty,
regulatory nebo stimulatory riistu a inhibitory kliCeni, kterymi jsou plodiny oSetfovany
pfed nebo po sklizni. Z pohledu Evropské unie jsou v legislativé uzivany terminy

Lprostredky na ochranu rostlin a biocidy™ (VeliSek a kol, 2018).

Slouceniny na chemické ¢i biologické bazi nalezi k prostfedkiim pro ochranu rostlin,

pokud spliiuji jednu ze zminénych funkci (Zapletal a kol., 2001):

e zajist'uji ochranu rostlin nebo jejich produktt pred skiadci (insekticidy, fungicidy),

e maji zasadni vliv na Zivotni procesy rostlin jinym zptusobem, nez jakym pusobi
nutrienty (stimulatory rastu, inhibitory klienti),

e umoznuji dlouhodobé skladovani vypéstovanych plodin,

e potlacuyji rust nezadoucich rostlin, ke nebo jejich casti (herbicidy, arborocidy).

Aplikace ochrannych prostiedkti v zemédélstvi je provadéna obvykle plosné, je proto
nutné pouzivané latky vystavit rozsahlej§imu testovani negativnich G¢inkd na ekosystém

pted jejich registraci mezi schvalené ochranné prostredky (VeliSek a kol., 2018).

Pesticidy 1ze délit podle raznych kritérii, napfiklad na zakladé zptsobu aplikace
prostiedkti, pivodu latky, obdobi aplikace pesticidu, mechanismu ucinku, druhu
oSetfovanych skupin plodin a rychlosti degradace v prostiedi. Nejvyznamnéjsi rozdéleni
do skupin je podle organismu, na které maji pesticidy pusobit. Z tohoto rozdéleni
vyplyvaji nejznaméjsi skupiny pesticidi herbicidy, latky slouzici k zneSkodnéni rostlin,
insekticidy, latky potlacujici hmyz, fungicidy, latky hubici plisn€ a dalsi houbové
choroby, algicidy slouzici k inhibici fasovych narostd a piscicidy vyuzivané k devastaci

rybich populaci v oSetfovaném vodnim dile (Zapletal a kol., 2001).
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V prostiedi podléhaji pesticidy po aplikaci degradaci v disledku ptusobeni mnoha
fyzikalné-chemickych faktort. Jedna se o slunecni zafeni zpusobujici fotolyzu, pii vys$si
teploté dochazi k vyparovani pesticidnich latek a v disledku vlhkosti k hydrolyze. Nelze
opomenout také oxidaci vzdusnym kyslikem a biotransformace. Degradaci vznikaji
metabolity, které mohou ztratit pesticidni u¢inky, v jinych pfipadech v§ak mohou byt
metabolity znacné toxiCt€jSi nez puvodni latky. Piikladem muze byt pfeména triazind
vystavenych UV zafeni, ze kterych vznikaji hydroxytriaziny a kyselina kyanurova.
K biotransformacim dochazi v dusledku pasobeni mikroorganismi, pro které jsou
soucasti béznych metabolickych dé&u v burice nebo jsou pro dany mikroorganismus

substratem (Hudson a kol., 1984; Hajslova a Kocourek, 2004; VeliSek a kol., 2018).

Organismy vystavené pesticidim jsou schopné je biotranformovat v prabéhu
detoxikacnich procest. U savci a ptaki je nastrojem metabolizace pesticida aktivni
enzymovy systém. Biotransformaci lze délit na dvé faze. V prvni asymetrické fazi
dochazi ke katalyze hydrolazami a oxidazami, které pfemenuji pesticidy na polarnéjsi
metabolity. V druhé (symetrické) fazi vzniklé metabolity slouzi jako substrat pro
konjugacni reakce za vzniku neaktivnich derivati snadno odstranitelnych organismem.
U teplokrevnych organismt probihaji konjugace metabolitu s kyselinou glukuronovou,

v piipadé€ bezobratlych dominuji produkty konjugace s glukézou (Hudson a kol., 1984).

Problematika pesticidi ve vodnim prostfedi neni v poslednich letech spojovana
s havarijnimi uhyny ryb, avSak i nadale je jejich vyskyt aktualni. (Svobodova a kol., 2011;
Velisek a kol., 2018). V soucasnosti ptfichazi do poptedi vliv subletalnich koncentraci ve
vodnim prostiedi a jejich negativni vliv na pfitomné organismy a cely ekosystém. Uz
subletalni koncentrace pesticidi mohou zpusobit snizeni nebo az absolutni znieni
organismu tvoricich pfirozenou potravni zakladnu, ktera je obecné mnohem citlivéjsi

v porovnani s ostatnimi konzumenty (Velisek a kol., 2018).

Pritomnost pesticidi ve vodnim prostiedi je zpusobena pfimym nebo nepiimym
vstupem. K pfimym vstupim nalezi nespravna aplikace pesticidi, zneSkodnovani
nepouzitych zbytkt, odpady a odpadni vody z pramyslové vyroby a objekti, kde jsou
pesticidy vyuzivany, nejCastéji zeméd€lskych a dalSich péstitelskych objekti. Neptimy
vstup zahrnuje zejména splachy z oSetfenych zemeédélskych kultur do okolnich vod

(Prousek, 2001; Svobodova a kol., 2008).
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Pouzivanim pesticida se kazdou aplikovanou davkou zvySuje jejich obsah v prostiedi.
Pesticidy se mohou kumulovat, degradovat a mit zasadni vliv na organismy. V oblasti
aplikace pesticidl je v nynéjsi dobé kladen daraz na pouzivani pesticidi SetrnéjSich pro
zivotni prostiedi, které se vyznacuji rychlejsi dobou rozkladu, netvoti rezidua a nemaji
nepfiznivy vliv na necilové organismy. Aplikace pesticidi ve vodnim prostredi
predstavuje krajni moznost, jak se vyporadat s nezddoucimi organismy ¢i rostlinami.
V tomto piipadé je zapotiebi klast obzvlast velky duraz na Setrnou aplikaci (Velisek

a kol., 2018).

2.2 Triaziny

Za objevenim nejstarSich selektivnich herbicida, které triaziny predstavuji, stoji
J. R. Geirym. Tento vyznamny objev ucinil v roce 1952 (Velisek a kol., 2018). Triaziny
se fadi mezi herbicidy, jejichz mechanismem ucinku je inhibice fotosyntézy. Hlavnim
zpusobem zamezeni fotosyntézy je inhibice Hillovy reakcni faze prenosu elektront.
Absorpce herbicidu je zprostiedkovana primarné kofenovym systémem, dalSim vstupem
mohou byt i listy. Herbicidni latky jsou poté transportovany xylémem vzhiru kde se
hromadi ve vrcholovych meristémech. Nasledné pronikaji do zelenych listovych pletiv,
které degraduji. Listy poté zloutnou a odumiraji. Triaziny nejsou pfili§ rozpustné ve vode,
a proto neprostupuji v pudé do priliSnych hloubek. Tato skutecnost omezuje jejich pouziti
na hluboko koftenici rostliny (Roberts a kol., 1998; Waxman, 1998; Das a kol., 2000;
Appleby a kol., 2005; Simoneaux a Gould, 2008; Trebs, 2008;).

Triazinové slouCeniny l1ze rozdélit do dvou skupin podle jejich chemické struktury.
Skupinami jsou symetrické triaziny (1, 3, 5 — triaziny) a asymetrické triazinony
(1, 2, 4- triazinony). Symetrické triaziny (s-triaziny) se fadi mezi jedny z komercné
vyuzivanych skupin herbicidu, které jsou dale déleny na chloro-s-triaziny, thiomethyl-s-
triaziny, fluoroalkyl-s-triaziny a andmethoxy-s-triaziny (Roberts a kol., 1998; Stevens
a kol., 2001; Appleby a kol., 2005; Breckenridge a kol., 2010). Strukturu triazina
predstavuje heterocyklicky kruh podobny benzenovému jadru, ve kterém jsou tfi atomy
uhliku nahrazeny dusikem (Stevens a kol., 2001; Appleby a kol., 2005; LeBaron a kol.,
2008).
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Triazinl jsou pouzivany tisice tun na plochy zemédélské pudy po celém svété, to ma
za nasledek kontaminace povrchovych a podzemnich vod triaziny nebo jejich metabolity.
Koncentrace v prostiedi kolisa v prabéhu roku v zavislosti na rocnim obdobi
a zemédélské produkci. Triazinové pesticidy v pude€ jsou znacné perzistentni a spolecné
s jejich rozsahlou aplikaci byly ustanoveny jako zvlasté problematické ve zdrojich pitné
vody a mimo jiné i v potravinach (Muir a Baker, 1976; Muir, 1980; Konstantinou a kol ,
2006; Granby a kol., 2008; Tillitt a kol., 2010; Hostovsky a kol., 2014). Na zakladé mnoha
interagujicich faktort jsou triazinové herbicidy ovliviiovany v oblasti jejich aktivity,
pohybu a perzistence v prostiedi. Jedna se zejména o texturu a fyzikalni parametry pady,
klima, chemické a biologické degradacni mechanismy. Triazinovy kruh je pomérné
odolny vic¢i mikrobialnimu rozkladu, coz ma ve vysledku jen maly dopad na zivotni
prostredi (Pelizzetti a kol., 1990; Appleby a kol., 2005; Manahan, 2005; Solomon a kol.,
2008).

Vyznamné mnozstvi triazinovych pesticidi bylo zaznamenano ve vodnim prostiedi
v kontextu s jejich nadmérnym pouzivanim. Hlavnim mechanismem vstupu triazin do
prostfedi se staly splachy z poli s oSetfenymi zemédélskymi plodinami. Ve vodnim
prostfedi se maji prokazateln¢ schopnost pohybovat, vyluhovat a zanechavat rezidua.
Triaziny a jejich metabolity byly potvrzeny v podzemnich vodach i vodnich utvarech
povrchovych vod mnoha regiont po celém svéte (US EPA, 1994; Steinberg a kol., 1995;
Solomon a kol., 1996; Oropesa a kol., 2008; Caquet a kol., 2013; Nodler a kol., 2013).

Pokud se triaziny ocitnou ve vodnim prostfedi, jsou ohrozeny organismy napii¢ vSemi
trofickymi urovnémi vzhledem ke slozité provazanym potravnim sitim. Vyznamnou
slozkou akvatického potravniho fetézce jsou bezobratli tvotici zakladni zdroj potravy pro
vétSinu vysSich organisma (Turner, 2003; Di Giulio a Hinton, 2008). Pokud vlivem
pfitomnych pesticidl dojde ke snizeni pocetnosti druhii bezobratlych, nastava zména
celého ekosystému na zakladé tzv. bottom-up efektu. Citlivost bezobratlych vaci
triazinim je rizna, miZze to naznacovat Siroké rozpéti toxického ucinku zminiovanych
pesticidu (Fitzmaier a kol., 1982; Wan a kol., 2006). Jako dobré indikatory kontaminace
triazinovymi pesticidy se ukazali vodni korysi, u kterych se jiz v malych koncentracich
projevovaly znaky akutni toxicity (Johnson a Finley, 1980). Z raki, nejvétsich zastupct
sladkovodnich korysu, byla u raka signalniho (Pacifastacus leniusculus) zjisténa vyssi

citlivost na atrazin (12,1 mgl™!), hexazin (19,5 mg.l!) a metribuzin (30,6 mgl"') po
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96hodinovém testu toxicity (96hLC50) (Velisek a kol., 2013). Na druhé strané nékteré
triazinové slouceniny jsou predstavovany jako prakticky netoxické pro nekteré skupiny
bezobratlych, pfi¢emz napi. simazin je toxicky pro krevety (3,7 mg.lI!) (Mayer a kol.,

1986; Turner, 2003).

U ryb se toxicita triazinli projevuje mnohymi morfologickymi, fyziologickymi
a biochemickymi zménami (Velisek a kol., 2018). Vystaveni ryb triazinovym herbicidim
vyvolava biologické reakce, jako jsou biochemické a hematologické zmény. Praveé tyto
zmény patii mezi prvni zjistitelné a kvantifikovatelné reakce, které jsou u organismt po
vystaveni triazinim mozné pozorovat. Potvrzeni vystaveni organismi pesticidim je
provadéno na zakladé analyzy potencialnich biomarkeri kontaminace, kterymi jsou
specifické enzymy nebo metabolické produkty ucastnici se fyziologickych reakci v téle
ryb (Van der Oost a kol., 2003; Amiard-Triquet a kol., 2012). Biochemicky profil je
zjistovan z odebrané rybi plazmy. Ze ziskanych vysledku je sledovan vyznamny pokles
nebo vzrast u analyzovanych parametrd, které jednotlivé predstavuji konkrétni mista

a reakce, které byly ovlivnény ptitomnosti triazini ve vodé (Hostovsky a kol., 2014).

Nejen zmény biochemického profilu plazmy naznaCuji negativni ucinky triazind.
Dalsim projevem toxického ti¢inku triazinii obecné je narustajici oxidac¢ni stres v burikach
organismu (Di Giulio a Hinton, 2008; Slaninova a kol., 2009; Haluzova a kol., 2010).
Jako biomarkery oxida¢niho stresu jsou vyuzivany enzymy antioxida¢ni obrany
a produkty poskozeni volnymi radikaly (Van der Oost a kol.,, 2003). Nejbézné&ji
sledovanymi enzymy jsou superoxid dismutaza (SOD), a katalaza (CAT), jejich aktivita
se v pritomnosti latek zpasobujicich oxidacni stres vyznamné méni (Di Giulio a Hilton,

2008; Slaninova a kol., 2009).

2.2.1 Prometryn

Prometryn patii mezi selektivni herbicidy ze skupiny triazini. Na oSetfované plochy
je aplikovan pred vykliCenim ale i po vykliCeni jednoletych trav a Sirokolistych plevela
v riznych plodinach (US EPA, 1996; Kamrin, 1997). V pudé je prometryn Spatné
absorbovan, v rostlinnych télech dochazi k jeho snadnému rozkladu na metabolity, které
mohou snadno kontaminovat podzemni vody (Jiang a kol., 2011). Polocas rozpadu

v anaerobnich podminkach pudy presahuje 270 dni (US EPA, 1996). V Evropé bylo jeho
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pouzivani zakazano v roce 2004 (Zhou a kol., 2012), ale stale se vyskytuje v urCitém
mnozstvi (0,51 plI") v podzemnich i povrchovych vodach v Ceské republice (Stara
a kol., 2014). Prometryn se stale pouziva naptiklad v Ciné&, Australii, Kanad&, Novém
Zélandu, Jihoafrické republice a Spojenych statech (Kegley a kol., 2010; Zhou a kol.,
2012). Ve vodnim prostfedi predstavuje prometryn akutni riziko pro necilové vodni
organismy. Z vysledkd akutnich testl toxicity ho lze charakterizovat jako mirné az
sttedné toxicky pro vodni rostliny, zooplankton a ryby. Pro fasu Selenastrum
capricirnutum predstavuje SdEC50 23 pg.l™!, k inhibici okfehku mensiho (Lemna minor)
dochazelo pti hodnotach 0,083 ul.I"! (24hEC50). Akutni test (96hLC50) stanovil akutni
hodnoty prometrynu pro hrotnatku obecnou (Daphnia pullex) na 40 ul.I'!, pro pstruha
duhového (Oncorhynchus mykiss) je hodnota 2,9 mg.l"! a kapra obecného (Cyprinus
carpio) 8 mg.1"! (Popova, 1976; US EPA, 1996; Kiister a Alterburger, 2007; Stara a kol.,
2014).

2.2.1.1 Vlastnosti

Prometryn, 6- methylsulfanyl -2- N,4 -N- di (propan -2- yl) -1,3,5- triazine -2,4- diamin
(Obr. €. 1), sumarnim vzorcem CioHi9NsS, je bila nebo bezbarva krystalicka latka bez
zapachu. Molekularni hmotnost ¢ini 246,36 g.mol’!, bod tani byl stanoven pii 119 °C.
Jedna se o velmi stabilni latku mirné citlivou na pfirozené svétlo. Je stabilni v neutralnim,
mirné zasaditém a kyselém prostfedi. Pii tepelném rozkladu unikaji toxické vypary

dusiku a sulfoxidt. K rozpadu napomaha UV zafeni (PubChem, 2004).

s
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Obrazek ¢. 1: Struktura prometrynu (Vytvoreno v PubChem Sketcher V2.4).
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2.2.1.2 Mechanismus ucinku

Mechanismus tGc¢inku prometrynu je schopnost inhibice pienosu elektront v burikach
zasazenych rostlin a travin, je tim celkov€ omezena schopnost fotosyntézy (Erickson
a Turner, 2002). Prometryn, fadici se do skupiny s-triazind, stejné€ tak jako ostatni
slouCeniny triazinli, také ovliviiuje metabolismus sacharid(. Zapficifiuje blokaci
akumulace $krobu potlacenim produkce cukrt, to vSe v souvislosti s inhibici fotosyntézy
(ACGIH, 1986). Dale také zpusobuje inhibici oxidativni fosforylace (Hartley a Kidd,
1987).

2.3 Chloracetamidy

Herbicidni latky v podobé chloracetamidi byly predstaveny v 50. a 60. letech
minulého stoleti. Mezi prvni slouCeniny z této skupiny patfily illidochlor a propachlor
(LeBaron a kol., 1988). V soucasnosti zahrnuje skupina chloracetamida 31 sloucenin.
Jedna se o stale velmi hojné vyuzivané druhy pesticidu k regulaci plevel. VyuZzivaji se
zejména k ochrané kukufice, Ciroku, soji a baviny pred travami a dvoudéloznymi plevely

(Boger a kol., 2000).

K pfijmu rostlinou dochazi skrze kotfenovy systém, vyhonky nebo listeny. Nasledné
jsou prenaseny xylémem akropetalnim pohybem. Dochazi k inhibici nachylnych plevelt
s rychlym vyvojem, semena zasazena herbicidem obvykle vyklici, ale rist a semenacky
zustavaji zakrnélé a dale nerostou (Boger a kol., 2000). Chloracetamidy disponuji
rozsahlou fadou fyziologickych ucinkl, mezi které lze zafadit naptiklad imobilizaci

Skrobu a zvySeni osmotického potencialu kotrene (Ebert, 1980; Vavrina a Ahley, 1983).

Chloracetamidy inhibuji elongaci C-16 a C-18 mastnych kyselin na mastné kyseliny
s velmi dlouhymi fetézci. Nizka hladina mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem
pusobi fytotoxicky. Tyto potfebné mastné kyseliny jsou pfitomny v intracelularnich
membranach 1 plazmatické membrané. V piipad€ snizeni hladiny mastnych kyselin
svelmi dlouhymi fetézci ztraci membrany svou tuhost a propustnost spojenou
s nedokonalym uvolfiovanim a délenim bunék (Boger, 2003). K dalSim pozorovanym
zménam bunék u nekterych fas a rostlin nalezi zvétSeni objemu buriky, nabobtnani

a snizeni pevnosti buiky po aplikaci pesticidu (Weisshaar a Boger, 1987).
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2.3.1 Metazachlor

Metazachlor, patfi do skupiny chloracetamidu, jde o herbicid vyuzivany k oSetfovani
zejména olejnatych plodin a kukufice. Aplikace metazachloru je pouzivana
pii preemergentni a Casné postemergentni regulaci Sirokolistych plevela a jednoletych
trav (Roberts a kol., 1998; PubChem, 2005). V letech 1997 byl metazachlor spole¢né
s alachlorem zafazen na seznam endokrinnich distruptora (EDC, z angl. endocrine-
disrupting chemicals). Pfedpoklada se, ze tyto herbicidy maji nepfiznivy vliv na necilové

organismy prave v podobé& narusovani endokrinniho systému (Keith, 1997).

2.3.1.1 Vlastnosti

Metazachlor, 2 - chloro -N- (2,6 - dimethylphenyl) -N- (pyrazol -1- ylmethyl) acetamid

(Obr. ¢ 2), sumarnim vzorcem Ci4Hi6CIN3O, je organochlorova sloucenina

s molekulovou hmotnosti 277,75 g.mol!. Teplota tani predstavuje 85 °C (PubChem,
2005). Svétovy harmonizacni systém oznacuje metazachlor za drazdivy, zdravi Skodlivy
a toxicky pro zivotni prostiedi, dale je podezrely z karcinogenity (ECHA, 2022). Polocas
rozpadu v pudé€ pro metazachlor piedstavuje 5 az 30 dni, zde se rozklada na kyselinu
oxanilovou, kyselinu etansulfonovou a jeji derivaty (Lewis a kol., 2016; Hvézdova a kol.,
2018). Ve vodnim prostfedi je herbicid stabilni vic¢i hydrolyze za normalnich teplot
a hodnot pH. Vysledné produkty pfemén vykazuji minimalni schopnost adsorpce do
pudy, coz zpusobuje jejich vysokou mobilitu v prostiedi. Metabolity z premény
metazachloru predstavuji bézné€ identifikovatelné znecistujici latky v prostredi (Baran
a Gourcy, 2013; Lewis a kol., 2016; Chen a kol., 2017). Toxicita metazachloru vici
vodnim organismum byla stanovena na stfedni Grovni, jedna se zejména o ucinky na
perlorodkach Daphnia magna (48hEC50 = 22,3 mg.I!), sluneénici pestré Lepomis
macrochirus (96hLC50 = 15 mg.I'") a kapru obecném (96hLC50 = 15 mg.I'"). Citlivéjsi
reakce byly pozorovany u pstruhti (96hLC50 = 4 mg.1"!), kde vystaveni herbicidu mize
zpusobit poSkozeni jater a ledvin (FAO, 1999; Kralova a kol., 2015).
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Obrazek ¢ 2: Struktura metazachloru (Vytvoreno v PubChem Sketcher V2.4).

2.3.1.2 Mechanismus ucinku

Mechanismem ucinku je inhibice tvorby mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem
(C>18), které jsou soucasti bunénych membran, slouzi k ochrané buriky a podileji
na procesech dé€leni buriky (Boger, 2003). Pritomnost mastnych kyselin s velmi dlouhym
fetézcem naznaCuje v rostlinnych pletivech pfitomnost epikutikularnich voska
v epidermis rostlin, dale jsou soucasti bunéénych membran, zejména plazmatické
membrany (obsahuje az 10 % mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem) (Moureau
a kol., 1998). Mechanismus uc¢inku zamétfeny prav€é na inhibici mastnych kyselin
zpusobuje vysokou toxicitu metazachloru pro rostliny jiz v nizkych koncentracich
(Zwerger a Pestemer, 2000; Boger a Matthes, 2002). Cim vys$$i koncentraci mastnych
kyselin s velmi dlouhym fetézcem rostlina disponuje, tim citlivéjsi vici pusobeni

metazachloru je (Mohr a kol, 2007).

2.4 Biochemicky profil hemolymfy

Posouzeni akutniho vnitiniho stavu vodnich organismil z veterinarniho hlediska je
nejspolehlivéji zajistovano biochemickym vySetfenim obéhovych tekutin. Pomoci
zminéného vySetteni 1ze jednodusSe ziskat informace o metabolickych funkcich, které
mohou byt pfi poruse divodem vétsiny chorob (Kolafova a Velisek, 2012). Mimo jiné
lze biochemického vySetfeni vyuzit v experimentalnich pokusech pii vyhodnocovani
vysledkd akutnich a chronickych testa toxicity (Gallardo a kol., 2003; Ballarin a kol.,
2004).
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Biochemicky profil ryb je stanovovan z krve. Odbéry se li§i podle pozadovaného
cilového vzorku, ktery je zapotiebi ziskat. V pfipad€ pozadavku ziskani krevniho séra, se
odbérové materialy zasadn€ neproplachuji protisrazecimi pfipravky napt. vodnym
roztokem sodné soli heparinu. Pokud je vyslednym cilem kone¢ny rozbor krevni plazmy,
odbérové materialy jsou pfed odbérem oSetieny protisrazecim piipravkem. Biochemicky
profil ob&hovych tekutin Ize stanovit i u raka (Kolafova a Velisek, 2012). Na rozdil od
ryb maji raci v obéhové soustavé hemolymfu (Kozak a kol., 2013). Pii odbéru
(Obr. ¢. 3) hemolymfy je zapotiebi oSetfeni odbérovych pomucek protisrazecim

ptipravkem (Kolafova a Velisek, 2012).

Obrazek ¢. 3: Odbér hemolymfy (Foto A. Hovorkova).
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K hlavnim stanovovanym parametrim nalezi gluk6za (GLU), proteiny krevni plazmy
((napt. albuminy (ALB), globuliny (GLOB)), amoniak (NH3"), cytoplazmatické
a mitochondrialni enzymy (alanin aminotransferaza (ALT)) a mineraly (Ca**, Mg?",
CI). Glukoza predstavuje hlavni zdroj energie. Albumin je soucasti jaterni syntézy
spoleCn¢ s tkanovym katabolismem, udrzuje koloidni osmoticky tlak a dale plni
transportni funkci. Globulin pfi zvySené koncentraci odrazi probihajici zanétlivé procesy.
Amoniak je produktem metabolismu a traveni bilkovin u ryb a je toxicky. ZvySené
hodnoty znaci selhani funkce jater nebo metabolické poruchy v Krebsové cyklu.
Cytoplazmaticky enzym alanin aminotransferaza zvySenou aktivitou indikuje toxické
poskozeni hepatopankreatu. V piipadé mineralli, esencialni prvek vapnik a jeho obsah
v krvi ovliviiuje enzymatickou aktivitu, kvalitu skeletu, svalovy metabolismus, krevni
srazlivost a osmoregulaci. Dalsi nezastupitelnou slozkou je hoi¢ik dilezity pii aktivaci
enzymu anabolickych a katabolickych procest. Podili se i na syntéze a destrukci
acetylcholinu. Ionty Cl1” se spole¢né s Na* ionty nachazeji v bunééné cytoplazmé, zde maji
hlavni funkci v podob€ udrzovani osmotického tlaku a acidobazické rovnovahy

(Miillerova, 2003; VeliSek a Hajslova, 2009; Kolarova a Velisek, 2012).

2.5 Oxidacni stres a antioxidanty

Oxidacni stres nastava v piipadé prebytku reaktivnich forem kysliku (ROS), kdy
antioxida¢ni obranné mechanismy jiz nejsou schopné udrzet redoxni rovnovahu
(Alavanja a kol., 2013). Negativni pusobeni oxida¢niho stresu se projevuje modifikaci
proteint a lipidd, zménou struktury DNA, aktivaci indukovanych transkripénich faktort

a produkci zanétlivych cytokina (Alavanja a kol., 2013; D’Souza, 2017).

ROS velmi dobfe reaguji s lipidy, proteiny, sacharidy a nukleovymi kyselinami,
nasledkem reakce je zména struktury a funkce bunéénych molekul. Reakce ROS
s nenasycenymi mastnymi kyselinami v membranach, které obsahuji lipidy, zptsobuje
lipidni peroxidaci. Jedna se o fetézovou reakci, pokud dojde ke ztraté kontroly nad reakci,
mohou byt postizené buiiky pozménény nebo dochazi az k bunécné smrti (Pamplona,
2011). Pro stanoveni lipidni peroxidace se jako nejbéznéjsi Ccinidlo vyuziva
malondialdehyd (MDA), produkt reakce Casto testovany s kyselinou thiobarbiturovou
(TBA) (de Zwart a kol., 1999). MDA je také znamy mutagen (Niedernhofer a kol., 2003).
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Organismus se pied oxidacnim stresem chrani systémem antioxidacni obrany slozené
z enzymatické 1 neenzymatické slozky. Hlavni antioxida¢ni enzymy jsou SOD, CAT
a glutathionperoxidaza (GPx) (Valko a kol., 2007). V obrané ptfed oxidativnim stresem
nastupuje nejprve SOD, ktera katalyzuje dismutaci dvou superoxidovych radikalt (O2)
na molekularni kyslik (O2) a peroxid vodiku (H20z). Produkty reakce SOD s ROS jsou
nadale neutralizovany kombinaci CAT a GPx. Tyto enzymy maji koordinovany ucinek,
avSak v ptipadé vychyleni hladiny jednoho ze zminénych enzyma muze nastat posun
redoxni rovnovahy, coz ma za nasledek vyvolani oxidativniho stresu (Matés, 2000;

Semren a kol., 2018).

2.6 Testy toxicity na vodnich organismech

Vyuzivani vodnich organisma pro testy toxicity patii k nejrozsifenéjSim zptusobum
hodnoceni dopadu latek na zivotni prostfedi, k hodnoceni nové vyvinutych chemickych
latek, zafazeni a klasifikaci odpadi ¢i odpadnich vod i v pfipad€ urCovani ptuvodca
vzniklych havarijnich znecisténi podzemnich a povrchovych vod. Vyuzivanych metod
testd toxicity je nepieberna fada, od vyuziti matematickych model, vedeni testd na
urovni bunék a tkani, pfes testy na Grovni organizmu az sledovani toxicity na Grovni

celych biocenoz (Velisek a kol., 2018).

Pro testy toxicity jsou nejcastéji v metodikach vyuzivany vodni organismy. Jedna se
nejcetnéji o testy na rybach, korysich, mékkysich a vodnich rostlinach, bakteriich a fasach
(Koci a Mocova, 2009). Obecny princip testi spoCiva ve vystaveni testovanych
organismu po dany Cas riznym koncentracim testovanych latek, spoleCné s nasazenymi
koncentracemi jsou také organismy umistény do kontrolni skupiny, fedici vody bez
testované latky. Testované latky musi byt dobfe rozpustné ve vodé, v testech je mozné
také vyuzit vodné vyluhy latek pevného skupenstvi. Sleduji se ptiznivé i nepiiznivé

ucinky testovanych latek na organismy (Koc¢i a Mocova, 2009; Svobodova a kol., 2007).

VétSina vyuzivanych testd je fazena mezi tzv. standartni. Vyhodou takto zarazenych
testd je jejich standardizace mezinarodnimi metodikami a uznani mezinarodni
legislativou. Prubéh testl je provadén dle platnych metodik v piisné kontrolovanych
podminkach. To zaruCuje moznost porovnavani ziskanych vysledkii mezi laboratofemi

(Landis a Yu, 2003; Marsalek, 2004). Kromé schvalenych metodik musi byt testy toxicity
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na vodnich obratlovcich, dle nasi legislativy, také provedeny pouze na zakladé
schvaleného projektu pokusu za dodrzeni vSech zasad podle zakona ¢. 246/1992 Sb. na
ochranu zvifat proti tyrani v platném znéni a vyhlasky €. 419/2012 Sb. o ochrané

pokusnych zvitat v platném znéni.

Jednim z moznych ¢lenéni standartnich testa toxicity je podle délky trvani samotného
testu. Na zaklad€ tohoto kritéria se testy déli na akutni (kratkodobé), subchronické
a chronické (dlouhodobé) (VeliSek a kol., 2018). Akutni vystaveni toxické latce je
definovano jako doba, po kterou je dotCeno pouze jedno vyvojové stadium organismu.
V akutnich testech je sledovano prevazné€ pusobeni latek na pifezivani organismu.
V ptipadé chronické expozice je definice vysvétlena jako doba =zasahujici vice
vyvojovych stadii nebo Zivotnich cykli. Mimo sledovani pfeziti organismu je
zaznamenavan dale nepfiznivy UCinek na rust, rozmnozovani genetické zmény atd.
V poslednich letech presly do poptedi testy prolongované, chronické, subchronické

a hodnoceni subletalnich u¢inkti (OECD, 1992; Williams a kol., 2003).

2.7 Raci

Sladkovodni druhy raki fadime systematicky mezi koryse fadu Decapoda a infraradu
Astacida (Hobbs, 1989). Jedna se o jedny z nejvétSich vodnich bezobratlych, kteti svou
velikosti predstavuji modelové formy télesné stavby pro télni typ organizace ¢lenovctu

(Kozék a kol., 2013). Jedna se o bentické druhy organismda.

T¢lo raka je chranéno vnéjsim krunyfem (exoskeletem), ktery je vyluCovan pokozkou
ulozenou pod silnou vrstvou kutikuly (Zarenkov, 1982). T¢lo raka je déleno na dvé hlavni

¢asti, hlavodrud’ a zadecek. (Kozak a kol., 2013).

Svalovina raku je pii¢n€ pruhovana jak u kosterniho svalstva, tak i u svali srdecnich
a utrobnich (Fomicev, 1986). Dychaci soustavu raku tvoii zabra, ktera jsou uloZena
v zabernich komorach na bocich hlavohrudi. Jednim z dilezitych organt je
hepatopankteas, soucast travici soustavy. Zasadni funkci hepatopankreatu je tvorba
a sekrece travicich enzymu, metabolismus sacharidl, produkce emulgatorti a zajisténi
zasob vapniku. Kdalsim funkcim nalezi depozice nékterych té€zkych kovi,

hepatopankeas se tim stava hlavnim detoxika¢nim organem rakt (Kozak a kol., 2013).
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2.7.1 Rak mramorovany (Procambarus virginalis)

Rak mramorovany je fazen mezi druhy rakt dorastajicich malych rozmeért. Jedna se
o spiSe kratkovéky druh, praimérny vék se pohybuje okolo dvou let. (Pockl a kol., 2006;
Vogt, 2010).

Pro druh je typické mramorovani na podkladé, které ma hnédavé, tmavé hnédé nebo
zelené zbarveni. Nejvice patrné je na bocich hlavohrudi. Hladka hlavohrud’ je pokryta
nékolika trny za tylni brazdou a jednim parem postorbitalnich list. Klepeta raka
mramorovaného jsou velmi mala se slabou zrnitosti na povrchu. Zapésti obou klepet jsou

opatfena na vnitini strané silnym trnem (Holdich a kol., 2006).

Rak mramorovany je pavodni pro jihovychodni ¢asti USA (Taylor a kol., 2007; Dorn
a Volin, 2009). V puvodnim arealu se vyskytuje na lokalitach stojatych i tekoucich vod,
znam je téz tvorbou jednoduchych nor (Hobbs, 1981; Hendrix a Loftus, 2000; Dorn
a Trexler, 2007). Jedna se o druh vyznamné adaptabilni a tolerantni vi¢i podminkam
prostfedi 1 teplotam (Holdich a kol., 2006, Kaldre a kol., 2012). Zminéné vlastnosti
a jejich snadna dostupnost a Sifeni diky oblibenosti mezi akvaristy zapficinila rozsifeni
tohoto druhu, a tvorbu schopnych populaci, nejen po Evropé, ostatnich statech USA, ale
i na ostrovni staty, kde se jedna o vyznamnou hrozbu pro mistni endemické druhy raku.
Jedna se o invazivni druh fadici se k potencialnim druhim pfenasejici raci mor, tato
skuteCnost déla z raka mramorovaného jeden z nejnebezpecnéjsich invazivnich druht
(Lukhaup, 2001; Jones a kol., 2007; Kawai a kol., 2009; Faulkes, 2010; Kozak a kol.,
2013).

Reprodukce druhu na uGzemi Evropy probihd prostfednictvim apomiktické
partenogeneze, tzn. ze samice produkuji potomstvo pouze se samiéi genetickou
informaci, to =zapfiCifiuje ze potomstvo je geneticky identické. Samci raka
mramorovan¢ho na Evropském tzemi nejsou doposud znami (Scholz a kol., 2003; Vogt

a kol., 2004; Martin a kol., 2007).

Rak mramorovany ma jako druh dobry ptfedpoklad stat se jednim z modelovych
organismu pro fadu biochemickych, toxikologickych a dalsich studii. Pro toto vyuziti je
druh zajimavy z hlediska jeho rychlého rtstu a dospivani, vysoké plodnosti, kratké dobé
inkubace a produkci uniformné genetického potomstva. (Vogt, 2008, 2010, 2011;
Jimenez a Faulkes, 2010).
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3 Material a metodika

Zvolenou metodou pro zjisténi subletalnich uc¢inka smeési pesticidi na raky, konkrétné
ucinku prometrynu, metazachloru a jejich smési, byl subchronicky test toxicity. Testovani
prob&hlo v akvarijni mistnosti Laboratofe vodni toxikologie a ichtyopatologie
Vyzkumného ustavu rybafského a hydrobiologického, Fakulty rybafstvi a ochrany vod

JihoGeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich.

3.1 Subchronicky test toxicity

3.1.1 Princip a podminky testu

Subchronicky test toxicity na racich byl proveden formou modifikace podminek pro
chronicky test toxicity na racich. Vybrani jedinci testovaného organismu byli vystaveni
po dobu 8 dnl ucinkiim riznych koncentraci vybranych pesticidi a jejich smési.
Koncentrace byly zvoleny tak, aby jejich pfitomnost ve vodé nebyla pro raky letalni.
Testovani obou vybranych latek a jejich smési probihalo soucasné spolecné

s opakovanim pro kazdou vybranou skupinu.

Kontrola testu spocivala v nasazeni jedinci do Cisté vody bez obsahu testovanych

pesticidu, s jejim opakovanim. Kontrola byla spole¢na pro obé latky a jejich smési.

Vymeéna lazné probéehla kazdy tfeti den od zapoceti testu. Pfed vyménou a po vyméné
lazné byly méteny hodnoty vody: pH, obsahu O a teploty. Svételny rezim béhem testu
byl 12 hodin svétla a 12 hodin tmy. Raci byli krmeni kazdy den suchym peletovym
krmivem (Sera crabs natural, Némecko) ad libitum. V prabéhu testu byla zaznamenana
mortalita a zmény v chovani testovanych jedinct. Odbér vzorkt probéhl po 4 a 8 dnech

expozice.
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3.1.2 Experimentalni organismy

Jako modelovy organismus pro subchronicky test toxicity byl vybran rak
mramorovany, ktery je na naSem tzemi povazovan za druh nepivodni az invazivni.
Testované organismy pochazely z chovu Laboratofe sladkovodnich ekosystému Fakulty
rybafstvi a ochrany vod, Vyzkumného ustavu rybafského a hydrobiologického ve

Vodianech.

Primérna délka, méfena testovanych organismu od $picky rostra po konec hlavohrudi,
dosahovala 18,6 = 2,79 mm. Hmotnost v priméru dosahovala 1,87 + 0,45 g. Pfi nasazeni

do testu byli jedinci v dobrém zdravotnim stavu.

3.1.3 Prubéh testu

Pfi subchronickém testu toxicity byli raci po dobu 8 dni vystaveni vybranym
koncentracim zvolenych testovanych latek rozpusténych ve vodé (viz tabulka ¢. 1).
Spolecné s nimi byla nasazena i kontrola v podobé ¢isté vody, kontrola byla spole¢na pro
oba pesticidy i jejich smési. Testovani vSech latek, smési 1 kontrol probihalo soucasng.

Vsechny experimentalni skupiny byly testovany ve dvou opakovanich.

Raci byli nasazeni do akvarii o objemu lazné 10 litrd. Akvaria byla vybavena
vzduchovanim a specialnimi boxy s pfepazkami pro oddéleni prostort, do kterych byly
raci ulozeni (Obr. €. 4). Pfepazky v boxech branily kanibalismu mezi nasazenymi raky.
Do kazdého boxu bylo nasazeno 13 jedincu, s opakovanim bylo v kazdé testované

koncentraci nasazeno 26 raku.

=3 —J

Obrazek ¢. 4: Akvdria s boxy (Foto A. Stara).
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Pro test byly pouzity analytické standardy latek prometrynu (o Ccistoté 99,5%)
a metazachloru (o Cistoté 99,7%) od firmy Sigma Aldich Cz. Testované latky prometryn
a metazachlor byly sledovany ve tfech riiznych koncentracich. Dale byly vytvoreny smési
obou pesticidi, které vznikly smisenim vzdy stejné koncentrace obou testovanych latek.

Koncentrace testovanych latek a smési jsou uvedeny v tabulce €. 1.

Tabulka ¢. 1: Koncentrace testovanych latek a smési.

Testovana latka Oznaceni Koncentrace (mg.l")
Kontrola — K KIK’ 0
Prometryn — P1 P1/P1 0,01
Prometryn — P2 P2/P2 0,1
Prometryn — P3 P3/P3 1
Metazachlor - M1 M1/M1 0,01
Metazachlor — M2 M2/M2 0,1
Metazachlor - M3 M3/M3’ 1
Smés - S1 P1/P1+M1/M1 0,01+0,01
Smés - S2 P2/P2 + M2/M2 0,1+0,1
Smés - S3 P3/P3'+M3/M3 1+

Priméma teplota v akvariich byla 19,67 + 1,72 °C, hodnoty pH se pohybovaly okolo
7,54 + 0,14 a obsah kysliku byl naméfen s hodnotami 86,34 + 2,09 %.

Vysledky testu lze povazovat za validni, jelikoz byla dodrzena kritéria podminujici
spravnost ziskanych vysledk. V prabéhu testu koncentrace rozpusténého kysliku
neklesla pod hranici 60 %, teplota se pohybovala v pfijatelném rozmezi, dale
v kontrolnim akvariu mortalita nepfesahla 10 % a koncentrace testovanych latek

v akvariich neklesly pod 80 %.
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3.2 Odbér vzorku

Vzorky tkani a hemolymfy byly odebrany po 4 a 8 dnech expozice testovanych latek
a jejich smési. Vzdy bylo odebrano 6 jedincu z kazdé testované skupiny, kteti byli
zmeéteni a zvazeni. Nasledné byly raci pfemisténi do Supinkového ledu (Obr. €. 5), ktery
zpusobil jejich anestezii. Poté probéhl odbér vzorkti hemolymfy a tkani hepatopankreatu,

svalu a zaber (Obr. €. 6).

Obrazek ¢ 5: Ulozeni rakii na ledu (Foto A. Hovorkova).

Obrazek ¢ 6: Odbér vzorkii tkani (Foto A. Hovorkova).
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Kazdy odebrany vzorek byl vlozen do pfedem nadepsané mikrozkumavky, nasledné
byly mikrozkumavky umistény do kryoboxt a uschovany v hlubokomrazicim zafizeni pfi

teploté -80 °C do doby jejich analyzovani.

3.3 Biochemicky profil hemolymfy

Pro stanoveni biochemického profilu hemolymfy byla od rakt pti odbéru vzorkt tkani
odebrana hemolymfa z bfiSni strany pomoci injekéni stfikacky obsahujici 0,01 ml
heparinu sodného na ml hemolymfy, ktera byla zavedena skrze schranku v ¢asti pfedélu
mezi hlavohrudi a zadeCkem smérem k bazi klepete. Odebrané vzorky byly promichany
a ulozeny na ledu. Po dokonceni odbéru probéhla centrifugace vSech vzorkd po dobu
10 minut pfi 10 000 rpm. Odstfedéna hemolymfa byla ulozena v hlubokomrazicim boxu
pii teploté -80 °C do samotného provedeni analyzy. Zjisténi biochemického profilu
hemolymfy bylo provedeno na chemickém analyzatoru VETTEST 8008 (IDEXX
Laboratories Inc., Maine, USA) podle metodiky Kolafova a Velisek (2012). Ze vzorkt

byly stanoveny nasledujici parametry:

e alanin aminotransferaza (ALT),

amoniak (NH3),

proteiny plazmy:
o globuliny (GLOB),

mineraly:

o chloridy (CI), hot¢ik (Mg?*), vapnik (Ca*).

3.4 Stanoveni oxidaéniho stresu a antioxida¢nich biomarkeru

Pro vybrané analyzy bylo nutné zmrazené vzorky zvazit, na zaklade jejich hmotnosti
doslo k pridani homogeniza¢niho média — PBS pufru (0,8 % NaCl, 0,02 % KCl, 0,29 %
Na;HPO4*12H>0, 0,02 % KH2PO4 v deionizované vode, pH = 7,2). Na 100 mg tkané byl
pouzit 1 ml pufru. Takto pfipravené vzorky byly umistény po dobu 6 minut do oscilacniho
mlynu (Retsch, Oscilacni mlyn MM400), kde doslo k jejich homogenizaci. V pribéhu
homogenizace tkani byly vzorky neustale uchovavany na ledu, aby nedoslo k jejich
poskozeni. Zhomogenizované vzorky byly nasledné rozpipetovany do mikrozkumavek
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v potfebnych objemech pro jednotlivé analyzy. Napipetované vzorky homogenatu byly

dale ulozeny v kryoboxech do hlubokomraziciho zafizeni pfi teploté -80 °C.

Stanoveni vSech nize zminénych biomarkerd bylo provedeno spektrofotometricky
prostfednictvim  pfistroje TECAN Infinite M200 (TECAN Austria GmbH)

v mikrodestiCkovém provedeni (Obr. €. 7).

Obrazek & 7: TECAN Infinite M200 (Foto A. Hovorkova).

3.4.1 Stanoveni koncentrace proteinu metodou BCA

Princip metody

Metoda BCA vyuziva schopnosti komplexace iontd Cu' pomoci sodnych soli kyseliny
bicinchoninové pii reakci peptidové vazby s ionty Cu'. Cinidlo se pfipravuje smisenim
roztokli sodné soli kyseliny bicinchoninové v alkalickém prostiedi a CuCO4 v poméru
100:1. Vysledny komplex je métfen spektrofotometricky pifi 562 nm (Bradford, 1976).

Material a reagencie

e BSA standard, 0,1 M roztok NaOH (Sigma Aldrich, P-0914),
e cCinidlo A: roztok kyseliny bicinchoninové — BCA (Sigma Aldrich, B-9643),
e cCinidlo B: roztok siranu méd’natého — CuSO4 (Sigma Aldrich, C-2284).
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Postup metody

Nejprve bylo k rozmrazenému homogenatu vzorku o objemu 30 ul pfidano 570 pl
0,1 M roztoku NaOH, takto ptipraveny vzorek byl ponechan do druhého dne pti pokojové
teplote.

Na mikrotitra¢ni desticku byl pipetovan objem 10 ul vzorku spole¢né s 200 pl roztoku
kyseliny bicinchoninové a siranu meédnatého, ktery vznikl smisenim 19,6 ml kyseliny

a 0,4 ml siranu.

Napipetovana desticka byla prekryta folii a ponechana po dobu 30 minut v termoboxu

pii 37 °C. Nasledné byly inkubované vzorky zméfeny spektrofotometricky pii 562 nm.
Kalibrace

Pro kalibraci byl pouzit standard BSA (1 mg BSA/0,1 M NaOH). Jako blank byl vyuzit
0,1 M roztok NaOH. Rozsah kalibraéni fady byl stanoven od 12,5 — 1000 pg.ml™
(Obr. €. 8).

Obrazek ¢ 8: Mérené vzorky a kalibracni fada (Foto A. Hovorkova).

Vyhodnoceni

Vysledna koncentrace proteint byla vypocitana s pomoci vytvorené kalibra¢ni kiivky

se standardem BSA. Hodnoty vysledkti byly vyjadfeny v mg.ml™!.
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3.4.2 Stanoveni lipidni peroxidace (LPO) pomoci TBARS testu

Princip metody

Pro stanoveni lipidni peroxidace (LPO) byl vyuzit TBARS test (thiobarbituric acid
reactive substances = latky reaktivni s kyselinou thiobarbiturovou - TBA), ktery vyuziva
latky s ni reagujici. Metoda je zalozena na stanoveni barevnych produktd, které vznikaji
reakci produktl lipidni peroxidace s TBA. Malondialdehyds (MDA-) je produktem LPO
jakozto sekundarni lipidicky oxidacni produkt vznikajici reakci ROS s nenasycenymi
mastnymi kyselinami. MDA je schopna s TBA reagovat za vzniku barevného komplexu,
ktery je méfen spektrofotometricky pii 532 nm (Uchiyama a Mihara, 1978; Livingstone
a kol., 1989; Surai a kol., 1996).

Cilem metody stimulované LPO je zhodnotit potencial homogenatu podstoupit proces

LPO.
Chemikalie a reagencie

e TCA-BHT (20 % kyselina trichloroctova (w/v), 2 % butylovany hydrotoluen
(w/v), v poméru 200:1 TCA:BHT),

e 0,6 M HCI,

e TRIS-TBA (25 mM TRIS, 100 mM TBA v destilované vod¢, pH 7,4),

e Standard MDA (22 % 1,1,3,3-tetraethoxypropan (w/v) v 1 % H2SOs),

e 2mM FeSO4 v PBS.

Postup metody

Pro stanoveni LPO byly vyuzZity necentrifugované homogenaty vzorki. Pro
stimulovanou LPO byl vzorek o objemu 250 pl s 2 mM roztokem FeSO4 o objemu
12,5 pl preinkubovan na termodesce pii 37 °C po dobu 30 minut. K homogenatu
stimulovaného vzorku byl po preinkubaci pfidan roztoku TCA-BHT o objemu 75 pul,
promichan na vortexu a poté centrifugovan pii 4000 rpm a 4 °C. Takto pfipravené vzorky
byly pipetovany na mikrodesku spolecné€ s 50 pl HCI a 200 pul TRIS TBA. Néasledné se
vzorky vafily na termobloku po dobu 45 minut pii teplot€¢ 90 °C. Po ochlazeni byl od
kazdého ze vzorku prenesen objem 250 ul na mikrotitraéni destic¢ku. Vzniklé zabarveni

bylo méfeno spektrofotometricky 10 az 15 minut pii 550 az 590 nm.
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Kalibrace MDA

Rozpéti kalibracni fady bylo stanoveno na 0,5 az 8 nmol MDA. Standard MDA
predstavoval 10 mM roztok MDA (11,02 mg tetraethoxypropanu rozpusténé¢ho v Sml
1 % H2SO4) nafedény na 100 pM roztok MDA. Dale byla pfipravena koncentracni fada

vyobrazena v tabulce €. 2.

Tabulka ¢. 2: Kalibrace MDA.

nmol.reakci-! 100uM roztok MDA PBS (ul)
()]
0 0 750
05 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

Vyhodnoceni

Vyhodnoceni lipidni peroxidace bylo provedeno na zakladé vypoctu podle kalibracni

kfivky se standardem MDA. Hodnoty byly vyjadieny jako nmol TBARS.mg proteind™.
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3.4.3 Stanoveni enzymatické aktivity katalazy (CAT)

Princip metody

Vybrana metoda pro stanoveni enzymatické aktivity CAT, vyuziva schopnosti katalaz
rozkladat peroxid vodiku na vodu a kyslik. Zminény rozklad je sledovan
spektrofotometrickym méfenim snizujici se absorbance smeési vzorku s H2O2 pfi 240 nm

(Aebi, 1984).
Chemikalie a reagencie

e Homogenizacni pufr S0 mM PP,
e TRIS EDTA pufr (50 mM TRIS pufr s 0,1 mM EDTA),
e 0,09 % H202 v 50 mM TRIS EDTA pufru.

Postup metody

Homogenaty tkani byly centrifugovany po dobu 30 minut pii 15000 rpm a 4 °C,
nasledné bylo stanoveno fedéni pro jednotlivé tkan€. Nejprve bylo jednotlivé fedéni

vyzkouseno a nasledné aplikovano na vzorky.

V ptipadé hepatopankreatu bylo zvoleno fedéni 10:490, tedy k 10 ul centrifugovaného
homogenitu bylo ptfidano 490 pl 50 mM homogeniza¢niho pufru. Pro tkan zaber bylo
zvoleno fedéni 60:440 a pro sval fedéni 50:450. Doplnéni vzorkd na objem 500 pl
probéhlo stejnym zpusobem jako u vzorki hepatopankreatu s ohledem na pfislusné
fedéni.

Vyftedéné a protiepané vzorky byly pipetovany v objemu 50 pl na mikrodesticku
spolecné s 250 ul 0,09 % H»02 v50 mM TRIS EDTA pufru. Vzorky byly ihned
spektrofotometricky meéfeny, byla sledovana kineticka reakce s pétisekundovymi

intervaly pfi 240 nm. Vzorky byly méfeny po tfech v triplikatu.
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Vyhodnoceni

Vysledky vyhodnocovani jednotlivych vzorki byly vyjadieny jako smérnice
kiivky/minutu, déle je nutné pro kone¢ny vypocet enzymatické aktivity CAT znat molarni
extinkéni koeficient H,O», ktery je pii 240 nm 39,4 M.cm™'. Vysledna hodnota aktivity
CAT bylavyjadiena jako smérnice kiivky vzorku, od které byla odectena smérnice kiivky

blanku a piepodtena dle znazornéné rovnice na pmol H>O2.min"'.mg™! proteint.

o smérnice krivky
CAT aktivita =

39,4 * (mg.m~1 protein) = 103

3.4.4 Stanoveni enzymatické aktivity superoxid dismutazy (SOD)

Princip metody

Superoxid dismutazy (SOD) fadime do skupiny metaloenzyml s iontem kovu
(Cu, Zn, Mn, Ni) ve své struktufe, ten je zodpovédny za jejich aktivitu. SOD nalézame
ve vSech bunkach, nejvice v jatrech jakozto hlavnim detoxikacnim organu. Jejich funkci
je katalyza premény reaktivnich superoxidovych radikal na molekulovy kyslik a peroxid
vodiku. Stouto funkci hraji dilezitou roli v kontrole hladiny superoxidd v buice

(Ozturk-Urek a Tarhan, 2001).

Zvolena metoda je zalozena na schopnosti SOD inhibovat reakce fizené superoxidy.
Pro produkci superoxidu je vyuzit systém NADH (nikotinamid adenin dinukleotid)
a phenazin methosulfonat (PMS). Produkované superoxidy jsou stanovovany pomoci
NBT (nitrobluetetrazolium), ktery se po rekaci se superoxidy meéni na stabilni
formazanovy produkt. Vysledny produkt je poté spektrofotometricky méfen. V ramci této
metody stanovujeme pokles piemény NBT, jelikoz reagujici SOD se vzniklymi
superoxidy zpusobuje inhibici pfemény NBT na barevny produkt. Metoda je
modifikovana na mikrodeskové provedeni a vyuziva spektrofotometrické koncovky pfi

560nm (Ewing a Janero, 1995).
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Chemikalie a reagencie

e Homogenizacni pufr S0 mM PP (pufr KH2PO4 s 1 mM EDTA v destilované vodg,
pH 7.4),

e PP pufr (50 mM PP pufr s 0,1 mM EDTA),

e 60 uM NBT v PP pufru,

e 100 uM NADH v 60 uM NBT TMA,

e 35 uMPMS.

Postup metody

Homogenaty tkani byly nejprve centrifugovany po dobu 30 minut pfi 15000 rpm
a4 °C. Nasledné bylo do mikrodesti¢ky pipetovano 25 ul zcentrifugovaného homogenatu
(25 pl PP pufru), a bylo pfidano 200 pl PP pufru s NADH a NBT. Takto pfipravené
vzorky byly promichany a nasledné spektrofotometricky méteny pii 560 nm po dobu
2 minut s dvaceti sekundovymi intervaly pro stanoveni NBT interni pfemény NBT
vzorkem. V dal§im cyklu méfeni bylo ke vzorkim pfidano 25 pl 35 uM PMS pro
nastartovani reakce. Ihned probéhlo méfeni reakce pii 560 nm po dobu 5 minut s dvaceti

sekundovymi intervaly. Vzorky byly métfeny po Ctyfech v triplikatu.
Vyhodnoceni

Molarni extinkéni koeficient NBT pfi 560 nm byl 15 000 M.c™. V ramci analyzy byla
sledovéna inhibice tetrazolinové soli na formazan. Vysledna hodnota aktivity SOD byla
vypocétena dle nasledujiciho vzorce a vysledky byly vyjadfeny v nmol.min"!.mg’!

proteintl.

(smé&rnice k¥ivky blanku + smérnice ktivky smé&si se vzrokem.min™1)

smérnice ktivky s PMS se vzorkem.min™!

0,6791 * 15000 * (mg.m=1) = 10°

SOD aktivita =
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3.5 Statistické vyhodnoceni

Data byla vyhodnocena Bartlettovym testem na homogenitu rozptylu. Rozdily
v parametrech ve dnech pozorovani béhem expozice jsme analyzovali pomoci Kruskal-
Wallisova testu pro neparametrické posthoc srovnani pro vSechny parametry, protoze se
nepiedpokladalo normalni rozdéleni. Rozdily mezi testovanymi skupinami byly

vyhodnoceny pomoci programu Statistica v. 12.0 pro Windows (StatSoft).
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4 Vysledky

Oznaceni vysledku jednotlivych koncentraci testovanych pesticidu a jejich smési jsou
znazornény v tabulce €. 1 v této praci (3 Metodika, str. 27). Oznaceni testovanych skupin

je u vSech grafti shodné.

4.1 Biochemicky profil hemolymfy

4.1.1 Alanin aminotransferaza

Vysledky subchronické expozice prometrynu, metazachloru a jejich smési na aktivitu
alanin aminotransferazy (ALT) v hemolymfé raka mramorovaného jsou uvedeny

v grafu €. 1.

Béhem 4denni expozice doslo ke statisticky vyznamnému (P<0,01) zvySeni aktivity
ALT pouze u skupiny S2 v porovnani s ostatnimi testovanymi skupinami. Po 8denni
expozici doslo ke statisticky vyznamnému (P<0,01) zvySeni aktivity ALT ve skupiné S2
v porovnani s ostatnimi skupinami, kromé skupiny S3. ZvySené hodnoty aktivity ALT
byly pozorovany dale u vSech testovanych koncentraci v porovnani se skupinami M2
a M3 po 8denni expozici. V pribéhu experimentu byla statisticky vyznamné (P<0,01)
snizena aktivita ALT ve skupiné M2 a M3 po 8 dnech s porovnanim aktivity v téchto

skupinach po 4 dnech expozice.

mK ©OPL @mP2 mP: OM1I ©ODM2 mM2 @OS1I @S2 m@ms3

ALT (U/1)

a
a
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2 b
a
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a b b b b
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a* av
-
o

4. den &. den

Graf ¢. 1: Aktivita alanin aminotransferazy (ALT) v hemolymf€ raka mramorovaného po
subchronické expozici prometrynu, metazachloru a jejich smési. Hodnoty uvadéji pramér + SD,
n=6; a, b, ¢ = statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami ve stejném case (P<0,01).
* = statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v prabéhu ¢asu (P<0,01).
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4.1.2 Amoniak

Ucinky subchronické expozice prometrynu, metazachloru a jejich smési na hladinu

amoniaku (NH3) v hemolymf¢ raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu €. 2.

Zatimco v porovnani s kontrolni skupinou byla po 4 dnech expozice pozorovana
statisticky zvysena (P<0,01) hladina NH3 ve skupinach S1 a S2. Po 8 dnech doslo ke
zvySeni (P<0,01) hladiny NH3 u vSech skupin kromé& kontrolni skupiny a skupiny
S3.Piestoze lze v grafu €. 2 pozorovat nepatrné rozdily v hladiné NH3 u skupin P1, P2

a S2 mezi 4denni a 8 denni expozici, nebyly tyto rozdily statisticky potvrzeny.

EK OP1 @DP2Z EP: OM1 OM2 EMZ OS1 OS2 @SS
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Graf ¢. 2: Hladina amoniaku (NH3) v hemolymf€ raka mramorovaného po subchronické
expozici prometrynu, metazachloru a jejich smési. Hodnoty uvadéji pramér + SD, n=6; a, b, ¢ =
statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami ve stejném case (P<0,01).
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4.1.3 Globuliny

Ucinky subchronické expozice prometrynu, metazachloru a jejich smési na hladinu

globulin (GLO) v hemolyfé raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 3.

Ctyidenni expozice prometrynu, metazachloru a jejich smési neméla vliv na hladinu
globulint. Statisticky vyznamné (P<0,01) zvySeni hladiny GLO bylo pozorovano az
8. den expozice u skupiny S1, S2 a S3 oproti ostatnim skupinam. Ve skupinach P1, P2
a skupinach koncentraci metazachloru byly zjistény nejnizs§i hodnoty hladiny GLO po
8denni expozici. Statisticky vyznamné zmeény pro skupiny v prub€hu casu nebyly

pozorovany.

EK OP1 @EPZ EPZ OM1I OM2Z EHM2 OSsS1 OS2 @S2
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Graf ¢. 3: Hladina globulini (GLO) v hemolymfé raka mramorované¢ho po subchronické
expozici prometrynu, metazachloru a jejich smési. Hodnoty uvadéji prumér £ SD, n=6;
a, b, ¢ = statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami ve stejném case (P<0,01).
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4.1.4 Mineraly (ClI', Mg?*, Ca*")

Ucinky subchronické expozice prometrynu, metazachloru a jejich smési na hladinu

chlorida (CI) v hemolymf€ raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 4.

Ctyidenni expozice prometrynu, metazachloru a jejich smési neméla vliv na hladinu
chloridd. Statisticky vyznamné (P<0,01) snizeni hladiny Cl" bylo zaznamenano ve
skupinach M2 a M3 po 8denni expozici v porovnani s ostatnimi skupinami a hodnotami

zjisténymi po 4denni expozici v téchto skupinach.

EK OP1 @mP2 mP3 OM1I OM2 EM3 O51 @—OS2 @S3
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Graf ¢. 4: Hladina chloridi (CI°) v hemolymf€ raka mramorovaného po subchronické expozici
prometrynu, metazachloru a jejich smési. Hodnoty uvadéji prumér + SD, n=6; a, b, ¢ = statisticky
vyznamn¢ rozdily mezi skupinami ve stejném Case (P<0,01). * = statisticky vyznamné rozdily
mezi hodnotami jedné skupiny v prabéhu ¢asu (P<0,01).
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Hodnoty hladiny hoi¢iku (Mg?*) po subchronické expozici prometrynu, metazachloru

a jejich smési v hemolymfé raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu €. 5.

Statisticky vyznamné (P <0,01) snizeni hladiny Mg?* bylo pozorovéano pouze u skupin
M2 a M3 po 8 dnech expozice v porovnani s ostatnimi skupinami a hodnotami zjisténymi

v téchto skupinach i po 4 dnech expozice.
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Graf ¢. 5: Hladina hoi¢iku (Mg**) v hemolymf¢ raka mramorovaného po subchronické
expozici prometrynu, metazachloru a jejich smési. Hodnoty uvadéji pramér + SD, n=6; a, b, ¢ =
statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami ve stejném ¢ase (P<0,01). * = statisticky vyznamn¢
rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v prubéhu ¢asu (P<0,01).
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Hodnoty hladiny vapniku (Ca*) po subchronické expozici prometrynu, metazachloru
a jejich smési v hemolymfé raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 6.

Hladina Ca?* naméfena u viech testovanych skupin se po 4denni expozici neligila. Po
8denni expozici byly pozorovany statisticky vyznamné (P<0,01) snizené hladiny Ca**
pouze u skupin M2 a M3 v porovnani s ostatnimi skupinami. V prubéhu testu bylo
zaznamenano statisticky pritkazné (P<0,01) snizeni hladiny Ca** ve skupinach M2 a M3

po 8 dnech expozice v porovnani se 4denni expozici. U ostatnich skupin nebyly

v prubéhu expozice pozorovany statisticky vyznamné zmény.
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Graf & 6: Hladina vapniku (Ca®*) v hemolymf& raka mramorovaného po subchronické
expozici prometrynu, metazachloru a jejich smési. Hodnoty uvadéji pramér + SD, n=6; a, b, ¢ =
statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami ve stejném ¢ase (P<0,01). * = statisticky vyznamn¢
rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v prubéhu ¢asu (P<0,01).
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4.2 Oxidac¢ni stres a antioxidanty

Utinky subchronické expozice prometrynu, metazachloru a jejich smési na hladinu
lipidni peroxidace (LPO) a aktivitu katalazy (CAT) a superoxid dismutazy (SOD) jsou
uvedeny v tabulce ¢. 3. Jedna se o vysledky analyz z hepatopankreatu, svalu a zaber raka

mramorovaného.

Statisticky vyznamné (P<0,01) snizeni hladiny LPO bylo pozorovano v tkani
hepatopankreatu ve skupiné M1 (0,01 mg.l?') po 8 dnech expozice v porovnani
s hodnotami ziskanymi po 4 dnech expozice pro tuto skupinu. U tkéani svalu a zaber
nebyly pozorovany statisticky vyznamné zmény mezi hodnotami jednotlivych skupin

v zavislosti na koncentracich, druhu pesticidu i Casu expozice.

Vysledné hodnoty CAT vykazuji statisticky vyznamné (P<0,01) zvySeni aktivity CAT
v hepatopankreatu ve skupiné M1 po 8 dnech expozice v porovnani s vyslednymi
hodnotami po 4 denni expozici. Statisticky vyznamné (P<0,01) zvyseni aktivity CAT
bylo ve skupin& P1 (0,01 mg.I"") 4. den po expozici v porovnani s ostatnimi skupinami
v tkéni zaber. Statisticky vyznamné (P<0,01) zvySeni aktivity CAT tkané zaber bylo také
ve skupiné M3 8. den expozice v porovnani s vysledky po 4 dnech expozice. Analyza

vzorku svalstva nepotvrdila statisticky vyznamné zmeény v aktivité CAT.

V aktivit¢ SOD v tkanich hepatopankreatu, svalu a zaber nebyly zjiStény zadné

statisticky vyznamné zmény.
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Tabulka ¢. 3: Vysledky lipidni peroxidace (LPO), aktivity katalazy (CAT) a superoxid dismutazy (SOD) v tkanich raka mramorovaného.

Tkai | Cas Testovana skupina
(dny) K P1 P2 P3 M1 M2 M3 1 S2 S3

Hep. 4 0,014+0,005 | 0,014+0,007 | 0,012+0,0022 | 0,015+0,006% | 0,017%0,050° 0.013+0,004 | 0,014+0,003% | 0,016+0,004 | 0,011+0,003= [ 0,012+0,003
E’ . 8 0,011+0,0022 | 0,013+0,003% | 0011+0,002® | 0,010+0,001% | 0,009%£0,001% | 0,009+0,0012 | 0,010£0,0012 | 0,012+0,004 | 0,013+0,004% | 0,010+0,0013
E = E Sval 4 0.006+0,0012 | 0.007+0,0012 | 0,007+0.002= | 0,007+0,002% | 0.007+0.001% | 0.007+0,002%2 | 0.007+0,002% | 0,006+0,0012 | 0,007+0,002% | 0.006+0.0012
= E g_ 8 0,006+0,0012 | 0,007+0,001% [ 0,007+0,002® | 0,006+0,001% | 0,006+0,002% | 0,008+0,0012 | 0,007+0,0012 | 0,007+0,001®% | 0,006+0,001% | 0,007+0,0022
- Zabra 4 0,008+0,0012 | 0,008+0,001% | 0.008+0,002¢ | 0,009+0,001% | 0,009+0,001% | 0,008+0,0012 | 0,010+0,002% | 0,010+0,001% | 0,008+0,001% | 0,009+0,001%
8 0.009+0,0012 | 0.010£0.001% | 0.,009+0,0012 0.011+0,022 0.008+0.002% | 0.008+0.001% | 0.008+0.001% | 0,008+0.0012 | 001100042 | 0.008+0.0012
Hep. 4 0,123+0,092 0.304+0.2245 | 0,155+0,221% | 0,064+0,071% | 0,054+0,035% | 0,046+0,011% | 0075400042 | 0129+0132% | 0167+0140% | 0.376+0 146°
E ? = 8 0.132+0.167% | 0.299+0.208% | 0254401945 | 0.300£0224% | 0,420£0.271% | 0.231+0.209% | 0.100£0.119F | 0,281+0228° | 0.133x01912 | 0.145+0.087
=2 E 'S | Sval 4 0145400472 | 0,194+0.085% | 0.185+0,008% | 0,156+0,07% | 017100772 | 0166+0078 | 0110+0044% | 0,100+0,036° | 0,120+0,064% [ 0,078+0,028°
= 84 g _ 8 0,082+0,0242 | 0,004+0,024% | 0.112+0,032® | 0113+0,029% | 0159+0,051% | 01410069 | 0123+00272 | 0129+0,047% | 0,101+0,027= | 0.170+0,0962
o X Zabra 4 04842400082 | 0535£0.111° | 0.406+0,090% | 0,398+0.048% | 0.324+0.100% | 0,331+0.044% | 0255401662 | 0.374+0.065% | 0.493+0.143% | 0.401+0.183%
8 0484401212 | 0.464+0,0072 | 0.449+0151% | 0,374+0,151% | 0441+£0166% | 0558+0167% | 0,574+0,110%* | 05170179 | 0421+0,205° [ 0,319+0,115°
- Hep. 4 0126400742 | 0,196+0,066% | 0,150+0,036% | 0,182+0,050¢ | 0.309+0132% | 0184+00642 | 0194+0070% | 0,166+0,1092 | 0,165+0,113% [ 0,156+0,0313
E E - 8 0.230+0.0672 | 0.281+0.001= | 0.213+0,057% | 0,170+0,089¢ | 023440029 | 0345+0463% | 0126+0039% | 0136400512 | 0,174+0,067% | 0.170+0,0472
= E E Sval 4 0,601+0.826° | 0,283+0.421% | 0.125+0,007= | 0,222+0.295% | 0739+0,872% | 0223+0256% | 0115+0,100% | 0,092+0,0592 | 0,096+0,060= | 0,074+0,045°
8 = g. 8 0.087+0,028% | 0.102+0.0522 0,079+0,072 | 029540209 | 0.233x0208% | 0.294+02013 | 0.120£0.064% | 0.304+03842 | 0.381+0.253% | 0.475+0.460°
) Zabra 4 0,139+0,210% | 0,087+0,083% | 0.092+0,078 | 0,071+0,037% | 0,091+£0,050% | 011901107 | 0314+0584° | 0,065+0,069° | 0,049+0,065% | 0,049+0,054%
8 0041400422 | 0.083+0.043% | 0150401345 | 0.070+0.063% | 0.082+0.035% | 0.064+0,069% | 0.028+0037% | 0.248+0456% | 0117+0123% | 0,155+0,192=
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5 Diskuse

Cilem bakalafské prace bylo posouzeni subletalniho vlivu metazachloru, prometrynu
a jejich smési na raky. Modelovym organismem byl rak mramorovany. Projevy
subchronické expozice byly vyhodnocovany na zékladé biochemického profilu
hemolymfy a analyzy antioxidacnich biomarkert spolecné s biomarkerem oxidacniho
stresu v hepatopankreatu, svalu a zabrech. Vysledky analyz vzorka pfispély k rozsiteni
informaci o toxickych ucincich vybranych pesticidi, a predevsim jejich smési na necilové

vodni organismy.

5.1 Biochemicky profil hemolymfy

5.1.1 Alanin aminotransferaza

ALT se podili na pfenosu aminoskupin L-alaninu a o-ketoglutaratu. ALT také
katalyzuje preménu alaninu na pyruvat, ktery je nezbytny pro tvorbu ATP
v mitochondriich (Richard a kol., 2010). ZvysSeni hladiny ALT indikuje toxické

poskozeni jater testovanych organismt (Kolarova a Velisek, 2012).

V této studii byla pozorovana zvySena aktivita ALT indikujici poSkozeni
hepatopankreatu vlivem toxického poskozeni zpusobeného vystavenymi pesticidy.
Testované smési pesticidi vykazuji synergicky ucinek na zvyseni hladiny ALT, v ptipadé
tohoto biomarkeru smés vykazuje toxict€jsi ucinky nezli pesticidy pusobici samostatné.
Snizeni aktivity ALT u skupin M2 a M3 muze znacit zmény v transaminaci aminokyselin

v hepatopankreatu.

Banaee a kol. (2019) pozoroval zmény aktivity ALT v hemolymf€ rakii bahennich
(Pontastacus leptodactylus), ktefi byli vystaveni pesticidu glyfosatu (2 a 4 mgl?!)
a chlorpyrifosu (12,5 a 25 pg.1™!) pii 7denni expozici. V této studii bylo zjisténo snizeni
aktivity ALT po expozici glyfosatu a chlorpyriforu ve vSech testovanych koncentracich
v porovnani s kontrolou. Studie Bacchetta a kol. (2014) sledovala aktivitu ALT a jeji
szmeény pii subletdlnim testu toxicity na juvenilech ryb Piaractus mesopotamicus
vystavenych po dobu 96 hodin koncentraci endosulfanu (1,1 pg.1!), lembda-cyhalothrinu
(0,7 pgl?') a jejich smeési (1,1 + 0,7 pgl'). Zvyseni aktivity ALT bylo pozorovano
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v ledvinach ryb po vystaveni obéma pesticidim jednotlivé, naopak vyznamné snizeni
aktivity ALT bylo zaznamenano v rybich jatrech po expozici smési pesticidi. Synergicky
ucinek testovanych smeési pesticida na aktivitu ALT byl pozorovan na racich bahennich
ve studii Banaeeho a kol. (2020). Expozice riznych kombinaci smési pesticidu glyfosatu
(2,5 a 5 pglh) s chlorpyrifosem (0,4 a 0,8 mg.l™') zptsobily snizeni aktivity ALT

v hemolymfe€ rakti po21 dnech.

5.1.2 Amoniak

Amoniak predstavuje produkt metabolického traveni a metabolismu bilkovin. U raku
je z hemolymfy vyluCovan zabry. ZvySené hodnoty NH3 indikuji metabolické poruchy
Krebsova cyklu nebo selhani funkce jater. (Kolafova a Velisek, 2012; Kozak a kol.,

2013).

ZvySeni hladiny NH3 v této studii mize indikovat poskozeni funkce hepatopankreatu
u testovanych organismu spojeného s nadprodukci a jeho neefektivnim vyluCovanim
z organismu. Smés pesticidi v koncentraci 0,01 a 0,1 mg.1"! prokéazaly synergicky uginek
na zvySeni hladiny NH3 jiz po 4denni a nasledné i po 8denni expozici, to mize znacit

jejich efektivnéjsi negativni vliv na organismus.

Stara a kol. (2021) pozorovala zvySeni hladiny NH3 v hemolymf€ slavky stfedomorské
(Mytilus galloprovincialis) po vystaveni koncentraci thiaclopridu detekované v zivotnim

prostiedi (4,5 p.1"") a jeho 100nasobku (450 p.1") po expozici 20 dnd.

5.1.3 Globuliny

ZvySena koncentrace globulini naznaCuje probihajici zanétlivé procesy (Kaplan
a Pesce, 1989). Synergicky ucinek testovanych smési na zvySeni hladiny globulind
indikuje zanétlivé procesy zapficinéné toxickym tc¢inkem vybranych pesticida. V pripadé
globulini vykazovaly smési pesticidii toxiCtéjSi pusobeni nezli pesticidy testované
individualn€. SniZeni hladiny GLO muze naznaCovat poruchy syntézy proteind

v dasledku nespravné funkce hepatopankreatu (Kolarova a Velisek, 2012).

Strouhova (2020) pozorovala snizeni hladiny GLO v hemolymfé raka

mramorovaného. Snizeni bylo pozorovano u raku vystavenych 10 a 20denni expozici
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Mospilanu (2,71 a 27,1 pg.l') a 20denni expozici acetamipridu (0,8 a 8 pg.l™!) oproti
kontrole, 10denni depurace prokdzala nizkou hladinu GLO u Mospilanu

(27,1 pgl™h.

5.1.4 Chloridy (CI)

Bylo pozorovano snizeni hladiny Cl” ve skupin€ M2 a M3 po 8 dnech expozice, jednalo
se 0 vyznamnou zmeénu Vv porovnhani s ostatnimi testovanymi skupinami i skupinami

porovnanymi napfi€ casy expozice.

Chloridy se spole¢né se sodikovymi ionty nachazeji v bunééné cytoplazmé, dale se
vyskytuji v extracelularnich tekutinach, zde maji chloridy hlavni funkci udrzovani
osmotického tlaku a objemu tekutin. Dal$i funkci je udrzovani acidobazické rovnovahy
a iontové bilance, nedostatek Cl~ zpasobuje poruchy funkci metabolickych procesu

(Miillerova, 2003; VeliSek a Hajslova, 2009; Stransky a Kohout, 2011).

5.1.5 Hoi¢ik (Mg*)

V organismu zastiva Mg?* funkeci pii aktivaci enzymi katabolickych i anabolickych
procest. Hoi¢ik je dale soucasti syntézy a destrukce acetylcholinu regulujiciho prenos
elektrickych impulsi na neuromuskularni spojeni, pfi jeho nedostatku je negativné
postizen energeticky metabolismus celého organismu (Brody, 1999; Kolafova a Velisek,
2012). Negativni u¢inek metazachloru (0,1 a 1 mgl!) mohl mit negativni vliv na

metabolické poruchy a poruchy homeostazy testovanych organismd.

Studie Staré a kol. (2021) zaznamenala zvySeni hladiny Mg?* u testovanych jedincti
slavky stfedomorské vystavenych koncentracim thiaclopridu 450 pgl! po 10denni
expozici. Snizeni hladiny Mg?* v hemolymfé raka mramorovaného pozorovala Strouhova
(2020). Raci byly vystaveni koncentracim Mospilanu (2,71 a 27,1 pg.I") a acetamipridu
(0,8 a 8,0 pgl?), ke snizeni hladiny Mg?* doslo u koncentraci Mospilanu po 10denni
expozici v porovnani s kontrolou, 20denni expozice prokéazala snizeni hladiny Mg>*

u koncentraci obou testovanych latek v porovnani s kontrolou.
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5.1.6 Viapnik (Ca?")

Vapnik je esencialni prvek nachéazejici se v mnoha télnich systémech. Nalezneme ho
ve slozeni skeletu, k dal§im systémim nalezi enzymaticka aktivita, krevni srazlivost,
svalova aktivita a osmoregulace. Snizeni hladiny Ca®* indikuje defekty metabolismu Ca,
onemocnéni ledvin az onemocnéni kosterni soustavy (Kolafova a VeliSek, 2012).
Koncentrace metazachloru (0,1 a 1 mg.l"') mohly mit v organismu negativni efekt na

metabolismus a funkce Ca** vyse jmenované.

Stara a kol. (2021) sledovali zvyseni hladiny Ca** v hemolymfg slavky stfedomorské
v testovanych koncentracich thiaclopridu 0,45 a 450 pgl! po 10 dnech expozice
v porovnani s kontrolou. Riaz -ul-Haq a kol. (2018) pozorovali zmény hladiny Ca®* na
labeu avanském (Labeo rohita) po vystaveni subletalni koncentraci diafenthiuronu (7,5
ng.l) pii kratkodobé (2, 4 a 8 dni) a dlouhodobé experimentalni fazi (16, 32 a 64 dnd).
Zvyseni hladiny Ca®" bylo pozorovano po 2denni a 16denni expozici v porovnani s

kontrolou.

Z biochemického profilu hemolymfy raka mramorovaného byl zjiStén synergicky
ucinek smési pesticidu v pripadé stanoveni ALT, GLO a NHs. V téchto analyzach se
prokazal toxiCtéjsi vliv vytvorenych smési v porovnani s ucinky koncentraci pesticidu
testovanych individualné. Vysledky analyz poukazaly na probihajici toxické pusobeni
pesticidii na biomarkery hemolymfy poukazujici zejména na posSkozeni hepatopankreatu,
se kterym je spojena Siroka Skala dalSich negativnich dusledk. Pii zaméfeni na vliv
jednotlivych pesticidi byly zmény nejvice sledovany u koncentraci metazachloru

(0,1 a1 mglh.

5.2 Antioxida¢ni biomarkery

Pro analyzu antioxidacnich biomarker byly vybrany antioxidacni obranné enzymy

katalaza (CAT) a superoxid dismutaza (SOD).
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5.2.1 Katalaza

Prestoze v této praci byl vliv na aktivitu CAT pozorovan pouze u prometrynu
v nejnizsich koncentraci (0,01 mg.1"!) v tkani zaber, Stara a kol. (2014) pozorovali zmé&ny
aktivity CAT v hepatopankreatu a svalu u raka cerveného (Procambarus clarkii), ktery
byl vystaven koncentracim prometrynu (0,51 pg.1™!, 0,144 a 1,44 mg.1"!) po dobu 25 dn.
Snizeni aktivity CAT bylo prokazano po 11 dnech u koncentraci 0,144 a 1,44.mg.I", po
25 dnech doslo ke snizeni aktivity CAT u vSech testovanych koncentraci. Stara a kol.
(2013) v chronickém testu na plidku kapra obecného pozorovali snizeni aktivity CAT
v jatrech a zvySeni aktivity CAT ve stfevé v koncentraci prometrynu 80 ug.1"! po 60 dnech
expozice. Vliv prometrynu na aktivitu CAT ve vzorcich coelomové tekutiny morské
okurky (Apostichopus japonicus) byl prokazan ve studii Zenga a kol. (2021) u stfedni
(100 mg. kg'!) a vysoké koncentrace (2000 mg kg™!) prometrynu, které byly podavany po
dobu 30 dnt v peletovém krmivu. Testované organismy, které byly krmeny peletami se

zminénymi koncentracemi, vykazovaly vyznamné snizeni aktivity CAT.

Oproti zminénym studiim vysledky této studie vykazuji v indikovanych zménéch
zvySeni aktivity CAT, coz naznacuje aktivni antioxidacni obranu proti volnym radikalim,
které stoji za vznikem oxidacniho stresu. I pfesto, Ze v této praci byly pouzity koncentrace
podobné nekterym ze zminénych praci, hlavnim rozdilem je voleny modelovy
organismus a doba expozice, po kterou byly testované organismy prometrynu vystaveny.
Po dlouhodobém vystaveni latkam produkujicim volné radikaly pfestava byt antioxidacni
obrana organismu (zde CAT) dostacujici, tento jev lze v analyzach sledovat jejich
snizenou aktivitou. Jedna se o0 mozné divody absolutné odlisnych vysledkti mezi touto
studii a studiemi zminénymi.

U rakl vystavenych koncentracim metazachloru byly pozorované zmény v aktivité
CAT potvrzeny pouze u skupin M1 v hepatopankreatu a M3 v zabrech. Tkan svaloviny
nedisponovala zadnymi zménami u testovanych skupin, divodem mize byt kratka doba
expozice. VeliSek a kol. (2020) pozoroval snizeni aktivity CAT u koncentrace
metazachloru 22 pg.lI' a metazachloru OA v koncentraci 3,2 a 22 pg.l"! po 40 dnech
expozice v homogenatu juvenili raka mramorovaného. Zasadni roly v rozdilech mezi

touto a predlozenou studii mohou byt odlisné koncentrace a doba expozice pesticidu.
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Tato studie neprokazala vliv testovanych skupin pesticidd na aktivitu CAT
v synergistickém nebo antagonistickém sméru. Synergisticky ucinek na aktivitu CAT byl
potvrzen ve studii Banaeeho a kol. (2020), ktery studoval vliv riznych smési pesticidu
glyfosat (2,5 a 5 pgl™!) a chlorpyrifos (0,4 a 0,8 pg.l') na raka bahenniho v expozici
21 dnt. V této studii doslo vlivem smési pesticidi ke snizeni aktivity CAT. Shukla a kol.
(2017) pozoroval synergické zvySeni aktivity CAT smési pesticidi imidaclopridu
(13,75 mg.I'""), dichlorvosu (7,5 mg.1") a atrazinu (1,5 mg.I"") po 24hodinové expozici na
daniu pruhovaném (Danio rerio) v jatrech, ledvinach a mozku v porovnani s kontrolou
a jednotlivé testovanymi pesticidy. Zmény aktivity CAT byly také pozorovany v praci
Changa a kol. (2020) pro smési pesticidi o koncentracich imidaclopridu
(0,213, 0,426 a 2,13 mg.l'l), acetochloru (0,005, 0,009 a 0,047 mg.l'l) a teboconazolu
(0,025, 0,050 a 0,251 mg.l!) ve vSech vytvofenych smésich z riiznych koncentraci
v porovnani s individualné testovanymi pesticidy po 14 a 21denni expozici na daniu

pruhovaném v jatrech.

5.2.2 Superoxid dismutaza

V této studii nebyly zaznamenany zadné vyznamné zmeény v aktivité SOD u vSech
testovanych latek a tkani. Za divod l1ze pokladat dobu expozice, ktera byla vyrazné kratsi

nez u zminovanych testd a zaroven i niz§i davky testovanych pesticida.

Studie Staré a kol. (2014) zjistila snizeni aktivity SOD po expozici prometrynu
(0,144 a 1,44 mg.1"") v hepatopankreatu a svalu raka ¢erveného po 11 i 25 dnech expozice.
Snizeni aktivity SOD, v porovnani s kontrolou, bylo také pozorovano ve studii Zenga
a kol. (2021) pfi vystaveni motské okurky krmivu snizkym obsahem prometrynu
(0,5 mg.I"") po dobu 30 dnd. Studie Staré a kol. (2013) prokazala zmény aktivity SOD
u pladku kapra obecného vystavenému koncentracim prometrynu 0,51, 8 a 80 pg.l™!
v mozku, zabrech, jatrech, svalu a stieveé v prub&hu 60denniho testu. Studie Mosiichuka
a kol. (2015) o vlivu expozice Gesagardu v koncentracich 0,2, 1 a 5 mgl!
(odpovida 0,1, 0,5 a 2,5 mg.1"! prometrynu) na karasy zlaté (Carassius auratus) po zjistila
zvyseni aktivity SOD v jatrech 0 28 % (5 mg.1"!) a ledvinach o 36 % (0,2 mg.1"!) a 47 %

(1 mg.I'Y) po 96 hodinové expozici.
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Studie Veliska a kol. (2020) zaznamenala snizeni aktivity SOD v homogenatu juvenilt
raka mramorovaného u testované koncentrace metazachloru 22 pgl' a testovanych
koncentraci metazachloru OA 3,2 a 22 pgl"' v porovnani s kontrolou po 40 dnech
expozice. Z prace vyplyva ze na antioxidacni biomarkery naji mnohem vétsi vliv vzniklé

metabolity pesticidu nez pesticid samotny.

Vyzkum Changa a kol. (2020) zaméfeny na vliv smési pesticidu imidaclopridu
(0,213, 0,426 a 2,13 mg.l'l), acetochloru (0,005, 0,009 a 0,047 mg.l'l) a teboconazolu
(0,025, 0,050 2 0,251 mg.I"") na danio pruhované pozoroval v jatrech zmény aktivity SOD
v porovnani s vysledky analyz pesticidi testovanych individualné po 21 a 28 dnech
expozice. ZvySeni aktivity SOD bylo zjisténo ve studii Shukla a kol. (2017) pro smés
pesticidi imidaclopridu (13,75 mg.I'"), dichlorvosu (7,5 mg.1"!) a atrazinu (1,5 mg.1"!) po
24hodinové expozici na daniu pruhovaném v jatrech v porovnani s kontrolou. V mozku
bylo po 24hodinové expozici pozorovano zvyseni aktivity SOD v porovnani s kontrolou

a pesticidy testovanymi individualné.

5.3 Biomarker oxidac¢niho stresu

Snizeni hladiny LPO bylo pozorovano pouze ve skupiné M1 (0,01 mgl"') v tkani
hepatopankreatu po 8 dnech expozice v porovnani svysledky analyzy po 4 dnech
expozice u této skupiny. Tkané svalu a zaber neprokéazaly vyznamné zmeény v hlading

LPO v zavislosti na koncentracich, testovaném pesticidu i dobé expozice.

Vyzkum Mosiichuka a kol. (2015) studoval expozici Gesagardu v koncentracich 0,2,
1 a5 mg.l"! (odpovida 0,1, 0,5 a 2,5 mg.l"! prometrynu) u karasi zlatych pti 96hodinové
expozici. Studie prokazala snizeni hladiny LPO v jatrech u koncentraci Gesagardu 0,2
a 5 mgl! o 27 a 29 %. Nejvyznamnéjsi zmény v hladiné LPO byly pozorovany
v ledvinach, kde doslo k poklesu o 35 a 43 % u koncentraci Gesagardu 1 a 5 mg.1™.
Oxida¢nim stresem po expozici prometrynu u vodnich organismu se zabyvaly i dalsi
studie (Stara a kol., 2012, 2013, 2014), v téchto studiich vSak nebyl prokazan vliv
prometrynu na LPO.

Vliv metazachloru na oxidacni stres u necilovych vodnich organismt popisuje pouze
studie Veliska a kol., (2020). Studie byla zaméfena na vliv metazachloru v koncentracich

3,2 a 22 pgl! na ranna vyvojova stadia raka mramorovaného. V této studii na konci
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experimentu po 40 dnech expozice, nebyly zjistény zmény v hladiné LPO v testovanych

koncentracich.

Synergicky ucinek smési pesticidi na oxidacni stres byl pozorovan ve studii Banaeeho
a kol. (2020) u rakd bahennich. Kombinace raznych koncentraci pesticidu glyfosatu
(2,5 a 5 pgl?t) a chlorpyrifosu (0,4 a 0,8 mg.1"") zplisobily zvyseni LPO v hemolymfg
rakti po 21 dnech expozice oproti kontrolnim rakiim. Chang a kol. (2020) sledoval projevy
oxida¢niho stresu pomoci hladiny MDA v jatrech dania pruhovaného vystaveného smeési
pesticidi. Kombinace nizkych koncentraci pesticidii imidaclopridu (0,213 mg.I™"),
acetochloru (0,005 mg.1"!) a teboconazolu (0,025 mg.I'") zptisobila zvyseni hladiny MDA
v porovnani s jednotlivymi expozicemi testovanych pesticidi po 7 a 14 dnech. Shukla
a kol. (2017) ve své studii pozoroval synergicky ucinek u testované smési pesticida
(imidacloprid 13,75 mg.l! + dichlorvos 7,5 mg.I! + atrazin 1,5 mg.1"), kdy doslo ke
zvySeni hladiny LPO v jatrech, ledvinach a mozku dania pruhovaného po 24hodinové
expozici v porovnani s kontrolou a jednotlivymi pesticidy. Samotné koncentrace
testovanych pesticidi imidaclopridu a dichlorvosu vedly ke zvyseni LPO v jatrech,
a u dichlorvosu v ledvinach oproti kontrole. Bacchetta a kol. (2014) ve své studii
popisuje vliv pesticidi endosulfanu (1,1 pg.I"") a lembda-cyhalothrinu (0,7 pg.I") a jejich
smeési na hladinu LPO v tkanich ryb Piaractus mesopotamicus po akutni 96h expozici.
Kombinace téchto pesticidi zpusobila synergicky ucinek a vedla tak k vyznamnému
zvySeni hladiny LPO v jatrech a ledvinach v porovnani s kontrolou a samotnymi
pesticidy. V tkani mozku ryb bylo zjis§téno zvySeni hladiny LPO ve smési pesticidu
1 jednotlivych pesticidech.

Ackoliv existuji studie, které popisuji synergické ucinky riznych kombinaci pesticidu
na necilové vodni organismy, v této studii nebylo prokazano, Ze testované smeési pesticidu
v danych koncentracich vedou k naruseni antioxidacni rovnovahy a ke zvySeni hladiny
volnych radikalti majicich vliv na projev oxidacniho stresu u testovanych organismd.
Vysledky testované koncentrace metazachloru (0,01 mg.1") naznaduji vy3§i negativni
dopad na projev oxida¢niho stresu u koncentraci pesticidu testovanych samostatn€, nezli
je tomu u vzniklych testovanych smési. Zaznamenané snizeni bylo pozorovano u tkané
hepatopankreatu, ktery predstavuje hlavni detoxikacni organ. Zmény byly predpokladany
také u zaber, jakozto prvotniho organu reagujiciho na chemismus vnéjsiho prostredi. Za

pfi¢inu lze povazovat dobu expozice testu, ktera predstavovala pouze 8 dnu. Tkané
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svaloviny obecné nevykazuji piiliSné zmény, a ani zde nebyly pozorovany. Lze i fici, ze
v této studii antioxidacni obranné mechanismy byly schopné udrzet redoxni rovnovahu
v tvorbé ROS a predeslo se tak negativnimu pusobeni pesticidi a jejich smési pred

oxida¢nim poskozenim.
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6 Zavér

V praci byl posuzovan subchronicky vliv triazinového herbicidu prometrynu, zastupce
chloracetamidu metazachloru a smési t€chto dvou pesticidi na raka mramorovaného.
K posouzeni vlivu testovanych latek byl zvolen subchronicky test toxicity. Test celkoveé
trval 8 dni, raci byli vystaveni tfem koncentracim prometrynu i metazachloru
(0,01, 0,1, 1 mgl!). Smési testovanych latek byly vytvofeny smisenim zmin&nych

pesticidu v testovanych koncentracich, smiseny byly vzdy shodné koncentrace.

Z raka byly po 4 a 8 dnech odebrany tkané hepatopankreatu, zaber a svaloviny, dale
byla odebrana hemolymfa. Ze vzorkt tkani byly stanoveny aktivity antioxidacnich
biomarkeri a biomarker oxidacniho stresu. Hemolymfa byla pouzita pro analyzu
biochemického profilu, z vysledkl byly v praci zminény latky dilezité pro metabolismus

raka vykazujici nejvyznamnéjsi rozdily.

Studie ve svych vysledcich prokazala vyrazn€j§i zmény v biochemickém profilu
hemolymfy po vystaveni raka koncentracim metazachloru. Zmény po pusobeni smeési
pesticidi byly nejvice pozorovany pii analyze hladiny GLO, ALT a NHs, kdy byl
pozorovan synergicky ucinek. Pii analyze antioxidacnich biomarkerd byly zjistény
zmeény v aktivit¢ CAT u testovanych koncentraci metazachloru v hepatopankreatu
a zabrech a koncentraci prometrynu v tkani zaber. Analyza aktivity SOD neprokazala
vyznamné zmeény u zadné z testovanych skupin. Analyza hladiny LPO prokéazala zmény

pouze v hepatopankreatu vystavenému metazachloru.

Tato prace poukazuje na toxicky ucinek individualné testovanych koncentraci
prometrynu, metazachloru a jejich smési na raka mramorovaného. Ze studie vyplyva, ze
testované smeési pesticidi neprojevily synergické nebo antagonické ovlivnéni aktivity
antioxidacnich biomarkerti a biomarkeru oxida¢niho stresu. Projevy vlivu smési byly
zaznamenany pouze v biochemickém profilu hemolymfy. Z této a dal§ich zminénych
studiich jsou patrné vyznamné rozdily v pusobeni vybranych pesticidi v zavislosti na
zvolené koncentraci a dobé€ expozice. VySsi toxicita byla v této studii prokazana v pripadé
metazachloru v individualni expozici. Ziskané vysledky bakalafské prace poslouzi
k rozsifeni informaci o vyslednych vlivech jednotlivych pesticidd a jejich smési

na necilové vodni organismy.
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8 Abstrakt

Subletalni uc¢inky smési pesticidu na raky

Prometryn, fadici se do skupiny triazinovych herbicidu, byl v Evropé zakazan v roce
2004. Metazachlor, chloracetamid vyuzivany k oSetfeni pfevazné olejnatych plodin, je
stale pouzivanym herbidicem. Ve vodnim prostfedi mohou negativné pusobit
individualné pouzivané pesticidy ¢i jejich metabolity, dalsi otazku z hlediska negativniho
pusobeni v prostiedi predstavuji vznikajici smési pesticidi, které se v zivotnim prostiedi

mohou vytvorit.

Cilem této studie bylo posoudit vliv smési pesticidi smisenych ze zvolenych
koncentraci (0,01 mg.l?, 0,1 mgl!, 1 mgl"') na raka mramorovaného (Procambarus
virginalis). Testované byly také pesticidy individualné ve zvolenych koncentracich. Byl
hodnocen vliv na biochemicky profil hemolymfy a antioxidacni biomarkery a biomarker
oxida¢niho stresu v tkanich hepatopankreatu, svalu a zaber raka mramorovaného.
Toxicita byla posouzena pomoci subchronického testu toxicity, ktery probihal po dobu

8 dnu.

Na hladiny biomarkert biochemického profilu hemolymfy pusobily nejvice
koncentrace metazachloru (0,1 a 1 mg.1™"), které zpiisobily statisticky vyznamné snizeni
hladiny ALT, CI', Mg?* a Ca* a zvyseni hladiny NH3. Vliv viech testovanych smési byl
pozorovan na zvySeni hladiny GLO, ALT a NH3, zde se projevil synergicky u¢inek smési.
Aktivita antioxidacnich biomarkeri byla ovlivnéna pouze u CAT u prometrynu
(0,01 mgl') a metazachloru (0,01 a 1 mgl!). Hladina LPO byla ovlivnéna
metazachlorem (0,01 mg.l"!). Nebyl prokazan vliv smési pesticidd na hladinu LPO

a aktivity antioxidacnich enzymu.

Klicova slova: prometryn, metazachlor, smeési, oxidacni stres, hemolymfa,

antioxidacni enzymy
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9 Abstract

Sublethal effects of pesticide mixtures on crayfish

Prometryn, a triazine herbicide, was banned in Europe in 2004. Metazachlor,
a chloracetamide used to treat mainly oilseed crops, is one of the herbicides still in use.
Individual pesticides or their metabolites can cause adverse effects in the aquatic
environment, and the resulting mixtures of pesticides that can form in the environment

are another issue in terms of adverse effects in the environment.

The aim of this study was to assess the effect of mixtures of pesticides mixed from
selected concentrations (0.01 mg.™!, 0.1 mg.l"!, 1 mg.l!). Pesticides were also tested
individually at selected concentrations. The biochemical profile of hemolymph and
antioxidant biomarkers and oxidative stress biomarker in hepatopancreatic, muscle and
gill tissues of marbled crayfish were determined. Toxicity was assessed using

a subchronic toxicity test performed over a period of 8§ days.

Metazachlor concentrations (0.1 and 1 mg.I"") caused decreasing ALT, Cl-, Mg** and
Ca" levels and increasing NH3 levels in hemolymph. The effect of all tested mixtures
was observed on the increase of GLO, ALT and NHj3 levels, here a synergistic effect of
the mixtures was observed. The activity of antioxidant biomarkers was affected only in
CAT for prometryn (0.01 mg.I'") and metazachlor (0.01 and 1 mg.1"!). LPO levels were
affected by metazachlor (0.01 mg.1""). There was no effect of pesticide mixtures on LPO

levels and antioxidant enzyme activities.

Keywords: prometryn, metazachlor, mixtures, oxidative stress, hemolymph,

antioxidant enzymes
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