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1.UVOD

Snaha ochranovat trodu pied zivoc¢iSnymi a rostlinnymi Sktdci, zvySovat produkci
plodin a chranit své zivotni podminky, provazi lidstvo od nepaméti. Pouziti siry
k plynné dezinfekci plodin a k odpuzovani hmyzu bylo znamo jiz 1000 let pf. n. L
v Cin&. Kolem roku 1400 zadali lidé k ochrand plodin a skladovych zasob pouZivat
slouceniny olova, rtuti aarsenu. V 15. stoleti byla z tabakovych listii izolovadna
sloucenina sulfat nikotin, ktera slouzila jako insekticid. V 18. stoleti byly objeveny
insekticidni  ucinky pyrethra, pfirodniho vytazku =z kopretiny starckolisté
(Chrysanthemum cinerariifolium), tyto latky jsou zvané jako pyrethrum (Cremlyn,
1978).

Nejvyznamnéj$i rozvoj pouzivani pesticidi a dalSich chemickych latek
v zeméd¢€lstvi nastal teprve v minulém stoleti, a to pfedev§im po druhé svétové valce.
V tomto obdobi se pouziti pesticidi rozsifilo téméf do celého svéta. K nejvétsimu
rozvoji pouzivani téchto latek doslo v Kanad¢, v USA a ve Velké Britanii. Ve 30. letech
20. stoleti vzrostla spotieba pesticidii v USA o 180 %, v Kanadé to bylo jesté trikrat
vice (Sotherton a Holland, 2003).

Zasadnim milnikem v historii pesticidi byl rok 1939. V tomto roce doslo k objeveni
jednoho z nejznaméjsich insekticida DDT (1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan).
DDT je povaZovano za prvni moderni synteticky insekticid. Insekticidni ¢inky DDT
byly objeveny doktorem Paulem Hermannem Miillerem, ktery za tento objev ziskal
Vv roce 1948 Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu (Cremlyn, 1978).

V soucasné dobé se zemédélské technologie stile zdokonaluji s cilem zefektivnit
vyrobu a zvySit vynosy, bez ohledu na vzristajici vyskyt a hromadéni polutanti
v ekosystému. Aplikace pesticidii predstavuje celosvétové jeden z nejvyznamnéjSich
negativnich faktord intenzifikace zeméd¢€lské vyroby. Jednou z nejvice vyuzivanych
skupin pesticidi v zeméd¢lstvi jsou herbicidy, tvorici 45 az 50 % objemu produkce
vSech pesticidli. Ve svété je v soucasnosti registrovano vice nez 1 200 ucinnych latek
a25 000 komerc¢nich ptipravki pesticidii, které se rocné prodaji v hodnoté okolo 39
miliard dolard (Velidek a kol., 2014a). V Ceské republice je také mozné pozorovat
stoupajici trend v produkci a spotiebé pesticidi v zemédélské vyrobé. V roce 1975 byl
pocet registrovanych piipravki pesticidi 362, v roce 2011 jiz 626 a je piedpokladan
jejich dalsi narast. Nékteré marketingové studie uvadéji, ze v roce 2019 dojde ke
zvyseni celosvétového prodeje pesticidi, a to v hodnoté 52 miliard dolart (Ceresena

Research, 2013).



Cilem bakalaiské prace bylo posouzeni vlivu terbuthylazinu-2-hydroxy na rana
vyvojova stadia raka mramorovaného (Procambarus fallax f. virginalis). Vliv
terbuthylazinu-2-hydroxy na rana vyvojova stadia raka mramorovaného byl hodnocen
na zakladé rustu, biomarkeru oxidativniho stresu a antioxida¢nich biomarkera,
ontogenetického vyvoje a vyskytu deformaci. Vysledky této prace piispéji k rozsiteni
podkladi pro hodnoceni rizika majoritntho metabolitu terbuthylazinu, a to
terbuthylazinu-2-hydroxy pro vodni ekosystém a moznosti vyuziti ranych vyvojovych

stadii rakt k testovani toxicity pesticidu.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Pesticidy

Pesticidy jsou organické ¢i anorganické chemické slouceniny, které se pouzivaji
k hubeni nebo tlumeni nezadoucich organismi, Skiddct z fiSe rostlin a Zivocicha.
Pesticidy slouzi k ochrané rostlin, skladovych zasob, riznych technickych produktd,
staveb, k ochran¢ pied chorobami zvifat, ale i ¢lovéka. Pesticidy jsou od nepaméti
spojeny se zemédélstvim, kde se také nejvice uplatnuji (Velisek a kol., 2014a).

Vliv pesticidl na zivotni prostedi je vétSinou nezadouci. V historii lze najit mnoho
objevli a moznosti vyuziti, ale i naslednych zjisténi, ze latka nejenom pomaha, ale
i Skodi. Dulezitym meznikem v d&jinach posuzovani negativnich vlivii pesticidnich
ptipravki byl rok 1962, kdy Rachel Carson popsala ve své publikaci ,,Silent spring®
negativni vliv DDT na ekosystém (Carson, 1962). Na zaklad¢ téchto informaci doslo ke
sledovani rezidui pesticidl, ke zkoumani vlivu na zivé organismy a zacaly se rozvijet
analytické metody (Velisek, kol., 2014a).

Dnes uz vime, Ze slouceniny pesticidit se kumuluji v riznych slozkach Zivotniho
prostiedi a vedou pfimo ¢i nepiimo k riznym zdravotnim problémim u necilovych
organismii, véetn¢ Clovéka (Abrantes a kol.,, 2010). Ve vodnim prostiedi, kam se
pesticidy dostavaji, se velmi snadno hromadi a mohou se rozkladat i na vice toxické
a rizikové&jsi metabolity (Ceyhun a kol., 2010).

Pesticidy Ize rozdélit podle nékolika hledisek. Na zakladé cilového organizmu, ktery
ma byt eliminovan, rozdélujeme pesticidy na (Pitter, 1999):

e akaracidi - piipravky urcené k hubeni roztocu,

e algicidy - ptipravky uréené k hubeni fas,

e piscicidy - ptipravky uréené k hubeni ryb,

e insekticidy - pripravky urcené k hubeni hmyzu,

e rodenticidy - pfipravky ur¢ené k deratizaci hlodavcd,

e herbicidy, ptipravky urcené k hubeni rostlin, hlavné pleveli,
e fungicidy - pfipravky urcené k hubeni plisni a hub,

e moluskocidy - pfipravky urc¢ené k hubeni mekkysu,

e avicidi - pfipravky urcené¢ k hubeni ptakda.
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Pesticidy jsou aplikovany nékolika zplsoby, napfiklad postfikem, aerosolem,
poprasem, natérem ¢i impregnaci, mizeme je aplikovat jako nastrahu v tekuté nebo
kapalné podob¢. Plivod pesticidi je bud'to pfirodni nebo synteticky, miize se jednat
| 0 biopreparaty (Pitter, 1999).

Prostfedky na ochranu rostlin se pouzivaji pfedev§im plo$né¢ v zeméd¢lstvi a jejich
vyuzivaji v malych davkach, a to pfevazn¢ v domacnostech, humanni a veterinarni
medicin€. Jejich povoleni je jednodussi a nevyzaduje Sirsi testovani. Presto jsou vsak
tyto latky pouzivany v nadbytku a jsou taktéz vyznamnym zdrojem pesticidli pro okolni
prostiedi (Velisek a kol., 2014a).

Pesticidy degraduji vlivem fady faktord. Vlivem slune¢niho zafeni podléhaji
fotolyze, pfi zvySené teploté se vypatuji, pii urCité vlhkosti hydrolyzuji, na vzduchu
mohou oxidovat a vlivem mikroorganizmti podléhaji biotransformaci. Pfi degradacnich
procesech vznikaji metabolity, které mohou ztracet ptivodni ucinky, ale mohou byt
vlivem pussobeni UV zafeni k odstépeni postrannich alkylovych fetézci z triazinového
kruhu. Jako hlavni degradacni produkty triazind vznikaji toxické hydroxytriaziny
a tém¢eft netoxicka kyselina kyanurova, (Hajslovéa a Kocourek, 2004).

Za ftadou biotransformaci stoji pisobeni mikroorganismil. Pesticidy vstupuji
do metabolickych d&ji probihajicich v mikrobidlni bunice. V rostlinach a zivocisich
dochazi k biotransformaci pesticidii béhem detoxika¢nich pochodl. Aktivni enzymové
systémy schopné uinn¢ metabolizovat pesticidy maji obratlovci, a to predevSim
teplokrevni ptaci a savci. Biotransformace se sklada ze dvou fazi. Prvni z nich je
detoxikacni faze asymetricka, kdy jsou molekuly pesticidli pfeménény na polarnéjsi
metabolit. Ten mlze byt vice ¢i mén¢ toxicky neZz puvodni latka, zaroven je zakladem
pro druhou tzv. symetrickou fazi. V druhé fazi se odehravaji konjugacéni reakce, pii
kterych vznikaji neaktivni derivaty, snadno vylucitelné ven z téla (Hudson a kol., 1984).

Do vody se pesticidy dostavaji pfimo nebo neptimo. V 60. az 80. letech 20. stoleti
byly pesticidy ¢astou pfic¢inou otrav ryb, tvofili az 6 % vSech uhynt (Svobodova a kol.,
1987). Od 90 let 20. stoleti dochazi ke snizeni poétu thynd, diky Setrnéj§imu zachazeni
s pesticidy. Pesticidy v tomto obdobi tvotily 2 % vSech thyna ryb (Svobodova a kol.,
2011). V roce 2014 byl laboratorn¢ potvrzen jeden piipad thynu stfevle potocni

(Phoxinus phoxinus) a rakt fi¢nich (Astacus astacus) zpusobeny piipravkem
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NURELLE na tece Doubravce v useku Vilémov az Zvéstovice. V roce 2015 nebyl
zaznamenan zadny havarijni thyn ryb zplisobeny pesticidy (Velisek a Machova, 2015).

Havarijni thyny ryb dnes nejsou zaznamendvany, ale problematika pesticidii ve
vodnim prostiedi je i nadale aktualni. V souCasné dobé se hlavné zkouma vliv
subletalnich koncentraci téchto latek na vodni ekosystém. Tyto subletdlni koncentrace
nezpusobuji akutni thyny ryb, ale mohou nepiiznivé ovliviiovat vodni organismy. Dale
mohou nizké koncentrace pesticidi ovliviiovat i pfirozenou potravni zakladnu ryb. Ta je
obecné citlivéjsi, hlavné na pesticidy na bazi organofosfati, triazini a kova (Velisek
a kol., 2014a).

Pti aplikaci pesticidii je potieba dbat na to, ze kazdé pouziti vnasi tyto latky
do zivotniho prostiedi. Zde se mohou kumulovat a ovliviiovat tak vodni organismy.
Dale je potfeba vyuZzivat Setrnéj$i ptipravky pesticidd, které se rychle rozkladaji,
nevytvari rezidua a nemaji negativni U¢inky na necilové organismy (Velisek a kol.,
2014a).

Nejcastéji nalézanymi rezidui pesticidi v povrchovych vodach jsou rezidua triazina
(pt. atrazin,  simazin, terbuthylazin, terbutryn), karbamati, organofosfatu,

chloracetanilidt, derivati mocoviny a kyseliny fenoxyoctové (Sehonova a kol., 2012).

2.1.1. Triaziny

Triaziny byly objeveny v roce 1952 $vycarskou spolecnosti J. R. Geigy Ltd. a patii
mezi jedny z nejstarS§ich a nejpouzivanéjSich herbicidi. Triaziny se vyznacuji
heterocyklickou strukturou, podobnou Sesticlennému benzenovému kruhu, kde jsou
vSak tfi atomy uhliku nahrazeny atomy dusiku (Kearney a Kaufmann, 1975).

Triaziny jsou inhibitory fotosyntézy, konkrétn€ tzv. Hillovy reakce ve fotosystému
II. V této fazi je vyuzivan chlorofyl k pfeméné fotonli v energii pro buiiky. Bez tohoto
mechanismu nedokézou rostliny produkovat jakoukoli energii potiebnou k rtistu, coz se
projevi jeho zpomalenim a naslednym thynem rostlin (Kearney a Kaufmann, 1975). Ne
vSechny rostliny jsou citlivé na tyto herbicidy, napt. kukufice nebo titina dokazou
pomoci enzyml pomérné rychle zménit herbicid na netoxickou formu (Vendlova,
2009).

Triaziny maji nizkou akutni toxicitu pro savce a nepatrné toxické jsou pro ptactvo.

.....

(96hLC50) triazinii pohybuje v hodnotach jednotek az stovek miligramii na litr. Nékteré
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niz§i organizmy, jako je napf. hrotnatka velkd (Daphnia magna) nebo buchanky jsou
citlivéjsi viaci pusobeni triazinl nez ryby a to az Skrat (Velisek a kol., 2014a).

Degradace triazinti v pudach probiha rychle a nedochazi k adsorpci v pudnich
Casticich. Triaziny se mohou z pudy vyluhovat a kontaminovat spodni vodu, a proto
mohou byt nalézany nejen v povrchové, ale i podzemi vodé (Vendlova, 2009).
Triazinové herbicidy jsou relativné stabilni ve vodé (polocas rozpadu je az 300 dni)
a v sedimentech (polocas rozpadu je nékolik let). Za nejvice nebezpecné pro zivotni
prostiedi je pokladano osm tzv. S- riazind. Jsou jimi atrazin, cyanazin, prometryn,
propazin, sebutylazin, simazin, terbuthylazin a terbutryn. Tyto latky byly zatazeny na
seznam prioritnich latek EU a USA (Velisek a kol., 2014a).

V soucasné dob¢ je ve svété registrovano 14 komercnich ptipravkd na bazi triazing,
v CR jsou registrovany 4 latky: metribuzin, metamitron, terbuthylazin, tebuconazol
(Velisek a kol., 2014a).

2.1.2. Terbuthylazin
Chemickou strukturou se terbuthylazin (6-chloro-N-(1,1-dimethylethyl)-N-ethyl-

1,3,5-triazine-2,4-diamine) (obr. ¢. 1), podoba atrazinu a simazinu.

NN
A A
y ;

Obr. ¢. 1. Chemicka struktura terbuthylazinu (upraveno podle Breckenridge, 2010).

Terbuthylazin je v zeméd¢lstvi pouzivan jako selektivni a systémové pusobici
herbicid, ktery slouzi K regulaci pleveld. Jedna se o preemergentni, Sirokospektralni
herbicid. Pouziva se pred vykli¢enim plodin, a to pfedev§im Vv porostech ¢iroku, citrust,

kukufice, vina, jablek, a také v lesnictvi (Terbuthylazin, 2015).
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Utinna latka terbuthylazin je pfijimana kofeny a listy plevelt a je inhibitorem
fotosyntézy. Pro dosazeni odpovidajiciho herbicidniho ucinku je Zadouci dostatec¢na
pudni vlhkost. Terbuthylazin je obsaZzen v téchto komerénich pfipraveich: Akris, Aspect
Pro, Balaton, Bolton Duo, Bromoterb, Calaris, Gardoprim Plus Gold 500 Sc, Guardian
Extra, Koban T, Lumax, Successor T, Successor Tx, Talos, Zeagran 350. Vzhledem
k tomu, Ze se jedna o latky ohrozujici vodni prostfedi, je pii jeho aplikaci za Gc¢elem
ochrany nafizeno snizit tlet dodrZzenim neosetfeného ochranného pasma v fadech metra
vzhledem Kk povrchovym vodam. S ohledem na ochranu vodnich organismi je
vylou¢eno pouziti piipravkit na pozemcich svazujicich se k povrchovym vodam.
Ptipravky lze na téchto pozemcich aplikovat pouze pii pouziti vegeta¢niho pasu
0 specifické Sifce v metrech pro dany herbicid (Agromanual, 2016).

Metabolizace terbuthylazinu probiha 1-2 mésice prostiednictvi ptidnich organismd,
ve vodé hydrolyzou, rychlost zavisi na hodnoté¢ pH vody. Pti vy$§im pH se rozpada
pomaleji (vic jak 6 mésict) nez pii nizSim pH (cca 3 mésice). Metabolity latky
terbuthylazinu jsou atrazin desisopropyl, terbuthylazin desethyl, terbuthylazin-2-
hydroxy atrazin desethyldesisopropyl, atrazin desethyl desisopropyl-2-hydroxy,
terbuthylazin-desethyl-2-hydroxy (Dousset a kol., 1997).

Ve vodnim prostiedi se koncentrace terbuthylazinu pohybuji v desetinach az
jednotkéach pg.1™ (Carafa a kol., 2007; Pintoa a kol., 2012). Koncentrace v povrchovych
vodach na tizemi CR se pohybuje od 0,1 do 6,5 pug.1™ (Sehonova a kol., 2012; CHMU,
2016).

Terbuthylazin je prakticky netoxicky pro ptaky. Byly provedeny dvé studie,
s kachnou divokou (Anas platyrhynchos) a kiepelkou virzinskou (Colinus virginianus),
u téchto dvou druhii byla hodnota LD50 vyssi nez 5620 mg.I! (TOXNET, 2016).

Terbuthylazin je mirné toxicky pro sladkovodni ryby. Letalni hodnota 96hLC50 pro
pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) je 3,4 mg.™, pro slunecnici obecnou
(Lepomis macrochirus) je 7,5mg.I" (Pesticide Ecotoxicity Database, 2000), pro
sumecka Gerného (Ameiurus melas) je 7,0 mg.I™" (Bathe a kol., 1975), pro Zivorodku
duhovou (Poecilia reticulata) je 1,6 mg.I™ (Bathe a kol., 1973).

Terbuthylazin je mirné toxicky pro sladkovodni bezobratlé. Efektivni koncentrace
(EC50) pro hrotnatku velkou za 96 hodin je 5,0 mg.I™ a za 48h je 50,9 mg.I"; a pro fasu
Scenedesmus subspicatus je 48hEC50 0,59 mg.l™ (Pesticide Ecotoxicity Database,
2000).
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2.1.3. Terbuthylazin-2-hydroxy

Terbuthylazin-2-hydroxy  (4-(tert-buthylamino)-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-ol)
(obr. €. 2), je hlavnim metabolitem terbuthylazinu (Huber a kol., 2000). Metabolismus
terbuthylazinu probiha v pud¢ a ve vodé, kde podstupuje fadu biotickych a abiotickych
mechanismt degradace, jako je fotodegradace, oxidace, hydrolyza, a biologicky
rozklad, které vedou k dealkylaci alkylovanych aminoskupin, deaminaci a hydroxylaci
v poloze 2, jakoz iStépeni triazinového kruhu. Hlavni degrada¢ni produkty
terbuthylazinu v podzemnich a povrchovych vodach jsou terbuthylazin-2-hydroxy,
terbuthylazin-desethyl-hydroxy a terbuthylazin-desethyl. Polocas rozpadu
terbuthylazinu-2-hydroxy se pohybuje mezi 112 a 120 dny pii teploté vody 20-25 °C.
Pti niz§ich teplotach tento proces trva mnohem déle, pti 10 °C az 456 dni (Nodler a kol.,

2013).

OH

»
NZ N

|
’/\N/]Q‘N/I\N
H H

Obr. ¢. 2. Chemicka struktura metabolitu terbuthylazinu-2-hydroxy
(upraveno podle Breckenridge, 2010).

Nejvyssi naméfena koncentrace terbuthylazinu-2-hydroxy v povrchovych vodach
eské republiky byla 0,75 pg.I (CHMU, 2016). Napiiklad v roce 2011 v povodi feky
Llobregat (Spanélsko) byla naméfena nejvyssi koncentrace 9,24 pg.1™ této latky (Masia
a kol., 2015).

Letalni davka (LD50) terbuthylazinu-2-hydroxy pro savce je vice nez 2000 mg.kg™.
Letalni hodnota (LC50) pro pstruha duhového je 2,5 mg.I™". Hodnota 48hEC50 pro
hrotnatku velkou je 2,8 mg.I™. Pro Chironomus riparius je hodnota NOEC 400 mg.kg™.
Pro fasu Pseudokirchneriella subcapitata je efektivni koncentrace 72hEC50 3,8 mg.I™*
(PPDB, 2015).
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2.2. Raci
Raci patfi mezi koryse fadu Decapoda a infrafadu Astacida (nékdy téz Astacoida).

Infratdd je tvofen nadCeledi Enoplometopoidea, Nephropoidea, Astacoidea
a Parastacoidea. Prvni dvé nadceledi zahrnuji mofské humry, zbyvajici dvé nadceledi
zahrnuji sladkovodni raky. V soucasnosti zndme okolo 600 druhid rakd (Kozak a kol,

2013).

2.2.1. Obecna charakteristika raki
Hlavnimi ¢astmi téla raka jsou hlavohrud’ (cephalothorax s rostrem), ¢lenity zadecek

(abdomen s uropoddem a telstonem) a koncetiny. Raci maji pét part krac¢ivych nohou
(pereopody), prvni par je pfeménén na klepeta. Pary koncetin vyrustaji z jednotlivych
¢lanku tvoricich hlavohrud’. Pocet koncetin je vSak vyssi, zahrnuje také tykadla, Gstni a
zadeCkové koncetiny. Hrudni oddil kromé patrnych krac¢ivych nohou nese jesté tfi pary
nenapadnych zkracenych koncetin. Tyto koncetiny pomahaji celistem v manipulaci
s potravou. Zadeckové koncetiny (pleopody) rak z pocatku vyuziva k plavani, pozdéji
zadeCkové koncetiny tuto schopnost ztraci, nadale vSak funguji jako pomocné koncetiny
k pohybu, samicky je pouzivaji k pfichycovani vaji¢ek. Kratka tykadla 1. paru jsou
antény a nesou receptory, jimiZ je rak schopny vnimat chut’ a pach. Tykadla 2. paru se
nazyvaji antenuly. Antény a antenuly slouzi téZ jako hmatovy organ (Kozék a kol.,
2013). Raci jsou vodni zivocichové dychajici zabrami. Raci ¢eledi Cambaridae maji
obvykle 17 funk¢nich Zaber (Vogt, 2002).

Raci jako vSezravcei, vyuZivaji pro né vSechny dostupné zdroje potravy. Hraji
vyznamnou roli jako konzumenti a predatofi, predstavuji vSak 1 potravu pro jin€, vyssi

zivoCichy (Reynolds, 2011).

2.2.2. Rak mramorovany
Rak mramorovany je sladkovodnim rakem fazenym podle De Grave a kol. (2009)

do tadu Decapoda, infrafadu Astacida, nadCeledi Astacoidea, celedi Cambaridae,
podceledi Cambarinae, rodu Procambarus: druh Procambarus fallax f. virginalis.
Podle Hobbse (1989) je rod Procambarus druhové nejbohats§im rodem americkych
rakd. Pivodem je rak mramorovany z Floridy a Georgie (Taylor a kol, 2007; Dorn
a Volin, 2009). Ve své domovin¢ obyva nevysychajici lokality a stojaté i tekouci vody,
ve kterych si buduje jednoduché nory (Hobbs, 1981; Hendrix a Loftus, 2000; Dorn
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a Trexler, 2007). Do dalsich zemi byl zavlec¢en. V Evropé se jiz vyskytuje v Nizozemi
(Koese, 2008), Némecku (Marten a kol., 2004; Schulz a kol., 2009; Martin a kol.,
2010), Italii (Marzano a kol., 2009) ataké na Slovensku (Jansky a Mutkovi¢, 2010)
asifi se dal. Dale byl naptiklad nalezen na Madagaskaru, kde ohrozuje puvodni
endemické druhy rakt (Jones a kol., 2007, 2009; Kawai a kol., 2009). Vyskyt byl
potvrzen i v Japonsku. Sifeni pfispiva i oblibenost u akvaristd. Diky internetovému
obchodu se s raky necomezené obchoduje, rozsifeni téchto zvifat do riznych ¢asti svéta
je tak velmi snadné (Kozék a kol., 2013).

Jak napovida ndzev, zbarveni tohoto raka je mramorované, na hnédém az zelenavém
podkladé. T¢lo je ze spodni ¢asti a z boka svétlejsi, hnédavé. Rostrum téchto raki je
napadné, hladké, bez stiedni ryhy, s vyraznou Spi¢kou. Klepeta jsou mald, kratsi. Jejich
povrch je slab€ zrnity a neni zde patrné mramorovani (Holdich a kol., 2006).

Rak mramorovany svym vzristem patii mezi mensi raky. DorGsta vyjimecn¢ az do
velikosti 13 cm. Jde o kratkoveéky druh. V praméru se doziva 2 let (Pockl a kol., 2006;
Vogt, 2010). Samic¢ky pomérné rychle dospivaji, uz kolem 25. az 35. tydne Zivota.
Ve vhodnych podminkach se rak mnozi nékolikrat do roka. Cim je samicka stardi, tim
produkuje vice vajicek. V laboratornich podminkach u mladych samicek je to néco mezi
50 - 150 vajicky, star§i samicky mohou mit az 400 vajicek (Holdich a kol., 2006; Vogt,
2010).

Tento rak je potencialnim pienaSeéem rac¢iho moru. Piivodcem onemocnéni raciho
moru je parazit Aphanomyces astaci (Soderhéll a Ceresius, 1999). Severoamericti raci
nakaze odolavaji, zatimco ostatni raci toto nedokaZou a na nasledky onemocnéni hynou
(Unestam, 1969). Neuvazené introdukce chovatelti vedou ke vzniku odolnych jedincti,
kteti se dokaZou podminkam pfizplisobit a posléze se i mnozit. Faktem také ziistava, ze
tento druh raka se rozmnoZuje tzv. apomiktickou partenogenezi. To znamena, Ze se
takovyto rak rozmnozuje nepohlavné, u tohoto druhu jsou zndmy pouze samicky,
jejichz potomstvo je geneticky identické (Martin a kol., 2007). Proto je také odchov

tohoto raka velice snadny.

2.2.3. Pouziti raka v testech toxicity
Dilezitym preventivnim opatfenim ke snizeni rizik dopadu pesticidli na zivotni

prostiedi je znalost jejich ucinka a jejich chovani v ekosystému. V Evropé v soucasné

dobé¢ podléha uzivani pesticidl slozitému testovani. Testovani toxicity je zndmé jiz po
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staleti, a pfestoze byly testy provadény na riznych organizmech, cilem bylo hlavné
zjisténi u€inkd na ¢lovéka. V druhé poloviné 20. stoleti byly vyvijeny metody popisujici
toxické ucinky latek antropogenniho plvodu, které mély vliv na ostatni organizmy
a zivotni prostiedi (Koci a Mocova, 2009).

V 50. letech 20. stoleti se ve Velké Britanii zrodil koncept tzv. 3R (Replace, Reduce,
Refine). Hlavni myslenkou tohoto konceptu je humanni pfistup k experimentim na
zvitatech. Koncept 3R upfednostiiuje vyuziti niz§ich zivoCicha k testiim toxicity ¢i
uplnym nahrazenim alternativnimi metodami, napt. matematickymi modely. Preferuje
snizovani poc¢tu organizmd vyuzivanych k pokustim, slucitelnych s vhodnymi
metodami, tak aby bylo mnozstvi ziskanych informaci srovnatelné nebo vyssi.
V neposledni tfadé¢ se snazi o zmirnéni bolesti autrpeni pouzitych zvifat béhem
experimentl (Russel a Burch, 1959).

Dnesnim trendem je tedy nahrada obratlovcl v testech toxicity za bezobratlé. Rak
mramorovany patii mezi bezobratlé Zivocichy, je odolny, pfizpGsobivy a neni
ohrozenym nebo chranénim druhem. Kombinace jeho vlastnosti, a to rychlého ristu
a dospivani, typu rozmnozovani, vysoké plodnosti a kratkodobé inkubace, z n&j déla
vysoce adaptabilni druh a kandidata na modelovy organizmus pro testy toxicity. Tento
druh se vyuziva iV toxikologickych studiich napfiklad v embryolarvalnich testech
(Velisek, 2014b,c); v chronickych testech (Stara, 2014), tak i cytologickych,
neurobiologickych, vyvojovych a dalSich studiich (Vogt, 2010, 2011).

2.3. Oxidativni stres
Oxidacni stres miZeme charakterizovat jako pfevahu volnych radik4ld nad

antioxidanty (obr. ¢. 3). Radikal je vysoce reaktivni ¢astice, ktera ma jeden nebo vice
neparovych elektronii. Chemicky radikdl nebo volny chemicky radikal zvySuje
oxidativni charakter a posiluje redoxni reakce vnitiniho prostfedi organizmu (krve,
tkani, organt, bunky), snizuje hladinu antioxidanti (antioxida¢ni rezistenci) vnitiniho
prostiedi organizmu a stdvd se tak radikalem biologickym. Radikaly vznikajici pfi
patologickych stavech, v energetickém metabolizmu, v disledku fyzikalnich faktort,
chemickou cestou (n€které poskozené biomolekuly mohou mit samy charakter radikala
a tim iniciovat vznik dal$ich radikalt). Nejznaméjsi jsou v tomto ohledu proteiny, na

které se enzymaticky navazala glukdza, tzv. AGE's (z ang. Advanced Glycation End-

product), zevniho prostiedi (dusitany, chlor, kyslikové radikaly, kyslik, 0zon, peroxidy,

18



oxidy a jejich reaktivni slouceniny, tézké kovy, zelezo a méd’ zejména v nékterych
slouceninéach, nékteré herbicidy a pesticidy, tuky prepalené a vlivem tepla, svétla a Casu

za piistupu vzduchu zoxidované) (Halliwell a Gutteridge, 2000).

Oxidativni stres Pokles ROS

==

Antioxidanty

{

C

Superoxiddismutasa  SOD g Vitaminy

I A TR ‘ Glutathionperoxidasa = GPx Koenzym

dn & R C Glutathionreduktasa ( GR Redukovany
" * - glutathion
H.O NO Katalasa

272 *ONOO-

0,* *OH

Obr. ¢. 3. Rovnovaha mezi volnymi radikaly a antioxidanty

(upraveno podle Amira a Adly, 2010).

Volné radikdly exogenniho i1 endogenniho ptivodu, jsou charakterizovany
neparovymi elektrony. Je-li v pfitomnosti kyslik, na misto neparového elektronu se
okamzité navaze molekula kysliku a vznik4 peroxidovy radikal, ktery se snazi ziskat
Z jin¢ slouceniny chybéjici elektron, ¢imz vytvari jiny volny radikal. Tato fetézova
reakce je prerusena bud’ vazbou dvou radikali na sebe, nebo reakci s antioxidantem.
Nejznaméjsi vznik volnych radikalt probiha v dychacim fetézci. Oxidaci vzdusnym O,
vznika energie a jako vedlej$i produkty volné radikaly superoxid (O;) avolny
hydroxylovy radikal (OH) (Holecek, 2005).

Superoxid dismutaza (SOD) vytvaii superoxid, ktery je zpracovavan na peroxid
vodiku, ten, piestoze neni volnym radikdlem, je také neméné Skodlivy. Peroxid vodiku
pronikd membranami bunék a sdm muiize plsobit oxidacni poSkozeni buiiky nebo dat
vzniknout hydroxylovému radikalu. M4 delSi polocas trvani nez volné radikaly, které
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maji polotas vétdinou vrozmezi 10° - 10° sekundy. Tyto metabolické produkty
volnych radikali se oznacuji jako reaktivni formy kysliku (ROS z angl. Reactive
Oxygen Species) (Sipek a kol., 2000).

Odstranéni peroxidu vodiku se déje pomoci katalazy a peroxidaz. V lidském
organismu je peroxid vodiku odstraniovan hlavné glutathion peroxidazou (GPx), méné
katalazou (CAT). Pii nedostatku téchto enzymu a v ptitomnosti kovi (Fe, Ni, Co, Cd,
Cu) vznikaji z peroxidu vodiku dva volné hydroxylové radikaly. Ty az po spojeni
s dalsim elektronem vytvaii molekulu vody (Fentonova reakce). Cilem organismu
je zabranit vzniku volného hydroxylového radikalu (Racek a Holecek, 1999).

Proti ptisobeni volnych radikald jsou obranou antioxidanty. Odstraiiovani volnych
radikalli pak probihd cCasto ve vzijemné souhfe riznych reakci. Napt. vitamin E
odbourava superoxid na kyslik, pfitom vSak vznikéd radikal vitaminu E, dale vitamin
C regeneruje vitamin E za vzniku radikalu vitaminu C a ten je teprve odstrafiovan
redukovanym glutathionem. Ten je zpétn¢ redukovan glutathion reduktdzou za tcasti
NADPH (Lushchak, 2011).

Antioxidant je latka, jejiz molekuly omezuji aktivitu kyslikovych radikaltt — snizuji
pravdépodobnost jejich vzniku nebo je pfevadéji do méné reaktivnich nebo
nereaktivnich stavll (Lushchak, 2011). Antioxidanty rozliSujeme na hydrofilni, lipofilni
a amfofilni. Podle zplsobu u¢inku rozlisujeme enzymatické antioxidanty (SOD, GPx
aj.) a neenzymatické (kyselina mocova, vitaminy C, E, b-karoten, bilkoviny, flavonoidy,
selen, zinek, nékteré 1éky aj.) (Sipek a kol., 2000).

Superoxid dismutaza je dulezity piirozeny, télu vlastni enzymaticky antioxidant.
Utinng plisobi na superoxidovy radikél a pfeméiiuje ho na méné toxicky peroxid vodiku
(Sipek a kol., 2000). Glutathion peroxidiza je enzym, ktery v téle méni toxicky
a karcinogenné piisobici peroxid vodiku na neskodnou vodu a molekularni kyslik (Sipek
a kol.,, 2000). Katalaza je bézny enzym vyskytujici se téméf ve vSech zivych
organismech vystavenych kysliku. Funguje jako katalyzator rozkladu peroxidu vodiku

na vodu a kyslik (Leopold a Loscalzo, 2000).
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3. MATERIAL A METODIKA
V0iv metabolitu terbuthylazinu-2-hydroxy na rana vyvojova stadia raka

mramorované¢ho byl hodnocen pomoci dlouhodobého embryolarvalniho testu toxicity.
Experiment  probihal v akvarijni mistnosti  laboratofe = vodni  toxikologie
a ichtyopatologie na Vyzkumném ustavu rybarském a hydrobiologickém ve Vodnanech,

Fakulté rybatstvi a ochrany vod, Jihogeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich.

3.1. Embryolarvalni test toxicity
Testy toxicity s vodnimi organizmy patii mezi nejrozsifenéj$i metody hodnoceni

dopadu latek na zivotni prostfedi a jsou vyuzivany pii hodnoceni nové vyvinutych
chemickych latek a ptipravku, pfi klasifikaci odpadt ¢i hodnoceni odpadnich vod i pfi
uréovani pivodct havarijnich znecisténi povrchovych a podzemnich vod. Testy toxicity
na racich jsou zalozeny na stejném principu jako testy s rybami (Velisek a kol.,
2014a,b,c).

Z necilovych organismt byl vybran rak mramorovany jako zastupce korysi. Korysi,
jsou rozsifeni témet do celého svéta a tvoii jednu z velice vyznamnych skupin Zivocisné
fiSe. Dal§im diivodem, diky kterému byli vybrani pravé raci, je snaha koncipovat testy
toxicity v souladu s pravidly 3R (Replace, Reduce, Refine). V zemich EU je stale vice
dbano na dodrzovani tohoto konceptu (Velisek a kol., 2014a).

Mezi cile 3R patii ochrana obratlovct, jejich co moZna nejniz$i pouziti v ramci
toxikologickych studii a i celkové snizeni potieby jakychkoli pokusnych zvifat. Dle
tohoto konceptu jsou upiednostiiovany nove, alternativni experimentalni metody, které
Proto byla pro nas experiment zvolena skupina bezobratlych organizmu - raci, kteii by
v budoucnu mohli hrat kli¢ovou roli pfi posuzovani vlivu pesticidi a jejich metabolitd
na vodni organizmy a soucasné by raci mohli byt vyuzivani jako vyznamny bioindikator

zne€isténi vodnich ekosystému xenobiotiky, respektive pesticidy.

3.1.1. Princip a podminky testu
Dlouhodobé embryolarvalni testy toxicity posuzuji chronicky vliv testovanych latek

na vodni organizmy. Béhem téchto studii jsou posuzovany nizké koncentrace
testovanych latek. Experimentdlni organizmy jsou vystaveny uritym koncentracim
testované latky rozpusténé ve vodé nebo byvaji pouzivana rizna rozpoustédla (napft.

dimethylsulfoxid - DMSO).
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V pribéhu testu jsou v pravidelnych intervalech sledovany zakladni fyzikalné
chemické parametry vody (teplota vody, nasyceni vody kyslikem, hodnoty pH),
koncentrace testované latky, mortalita a chovani organizmii. Cilem embryolarvalniho

testu je posouzeni vlivu terbuthylazinu-2-hydroxy na rana vyvojova stadia rak.

3.1.2. Experimentalni material
Jako experimentalni material byla pouzita oplodnéna vajicka, ktera byla odebrana

pinzetou z pleopod samicky (obr. ¢. 4) raka mramorovaného (Procambarus fallax f.
Virginalis). Oplodnéna samicka byla ziskana z odchovny Vyzkumného tstavu rybaistvi
a hydrobiologie ve Vodnanech, Fakulty rybafstvi a ochrany vod, JihoCeské univerzity
v Ceskych Budgjovicich. Hmotnost této samicky byla 6,68 g, délka hlavohrudi
28,94 mm (mé&feno od Spicky rostra ke konci karapaxu) a postorbitalni délka hlavohrudi
byla 22,69 mm (méfeno od o¢ni jamky po konec karapaxu). K testu bylo pouzito

celkem 210 vajicek s primérnou hmotnosti 2.18 mg v X. fazi embryonalniho vyvoje.

Obr. ¢. 4. Samicka raka mramorovaného (Procambarus fallax f. Virginalis)

z odchovny FROV JU pouzita pro test.
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Vajicka byla rozdélena do 5 skupin po 42 kusech (obr. ¢. 5-7) a individualné
umisténa do mikrodestiCek o objemu 10 ml. Vajicka byla rozd€lena do Ctyr
experimentalnich skupin S riznou Kkoncentraci terbuthylazinu-2-hydroxy (Sigma

Aldrich, Ceska republika, s chemickou &istotou 99,5 %) a jedné kontrolni skupiny (ktera

obsahovala jen fedici vodu bez testované latky).

Obr. 5. Trideni vajicek. Obr. 6. Umisteni vajicek do mikrodesticek.

Obr. 7. Rozdeéleni do 5 skupin (Ctyri experimentdlni SKUpiny s riiznou koncentraci

terbuthylazinu-2-hydroxy a kontrola.
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Koncentrace terbuthylazinu-2-hydroxy pouzité v testu byly nasledujici:
1) 0,75 pgl™ (skupina & 1 - El), skute¢nd koncentrace nalezena Vv &eskych
tekach (CHMU, 2016),
2) 75 pugl? (skupina¢. 2 - E2),
3) 375 pg.1™ (skupina &. 3 - E3),
4) 750 pg.l? (skupina &. 4 - E4),

5) kontrola — bez testované latky.

Parametry fedici vody pro piipravu testovacich roztokl byly nasledujici:
e obsah kysliku > 95 %,
e teplota 19,8 - 20,1 °C,
e pH7,4-7)09,
o CHSKwn 1,18 mg.I*,
e celkovy amoniak < 0,01 mg.1™,

e NO3 4,20 mg.I*, NO; < 0,01 mg.I™.

Koncentrace terbuthylazinu-2-hydroxy v testovacich roztocich v  pribéhu
experimentu byla stanovena metodou tandemové hmotnostni spektrometrie
(LC/MS/MS). Zjisténa koncentrace terbuthylazinu-2-hydroxy béhem testu nepoklesla
pod hodnotu nominalni koncentrace o vice nez 8 procent. Stanoveni koncentrace
terbuthylazinu-2-hydroxy nebylo soucasti bakalaiské prace a bylo provedeno formou

sluzby.

3.2. Prubéh testu
Vajicka, a pozdéji rana vyvojova stadia raka, byla vystavena terbuthylazinu-2-

hydroxy po dobu Sedesati dvou dnli. Mikrodesti¢ky byly umistény do boxu v laboratofi,
usporadani mikrodesti¢ek jedné skupiny bylo ndhodné. Svételny rezim v testu byl
ptirozeny (12 hodin svétla a 12 hodin tmy).

Test byl proveden v semistatickém systému, testovaci roztoky byly vyménovany
kazdé dva dny. Vyména roztokid byla provadéna velice opatrn€, aby nedoSlo
k poskozeni testovanych jedinct, voda byla odsavana Setrné pipetou, mikrodesticky

byly proplachnuty anovy roztok (10 ml) byl pomalu pipetovan zpét. Denné bylo
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sledovano preziti a stupeit vyvojového stddia. Mrtva vajicka nebo jedinci byli
odstrafiovani.

Vyvojova stadia byla stanovena podle Vogt et al. (2004). Juvenilni vyvojova stadia
se déli na tfi etapy. Prvni stadium zahrnuje obdobi tésné po vylihnuti az do prvniho
svlékani. Z pocatku jsou récata pfichycena pomoci hackl na telstonu za telstonové
vlakno pfes vajeény obal. Takto jsou uchyceny na pleopodech samicky az do doby, nez
toto vlakno zmizi a racata za¢nou byt aktivni a pfichyti se na samici pomoci hackl na
klepetech. Po prvnim postembryonalnim svlékani rozliSujeme druhé juvenilni stddium.
Mlad’ata raka mramorovaného zacinaji byt plné samostatna az ve tfetim stadiu.

Od tfetiho vyvojového stadia byli juvenilni jedinci krmeni ad libitum jednou denné
Cerstvé vylihlymi, v Cisté vodé oplachnutymi, naupliemi zabronozky solné (Artemia
salina). Kazdy druhy den, po dosazeni vyvojového stupné, byli jedinci vazeni na
analytickych vahach znacky Mettler-Toledo.

Na konci testu bylo provedeno vyhodnoceni riistovych parametrti raki. Pro toto
vyhodnoceni byly pouzity dva ukazatele, a to specificka rychlost ristu (SGR) a inhibice
rastu (1).

Specificka rychlost rtstu je podil rozdilu priméru ptirozenych logaritmi hmotnosti
rakti pfi prvnim vazeni (9. den testu) a na konci testu (62. den testu). Vypocet byl

proveden podle vzorce:

Inw, —Inw;
SGR = ———— - 100
t,—4

kde:

SGR = primérna specificka rychlost riistu ve skuping;

w1, Wz = hmotnosti jednoho raka v ¢ase t; a tp, jednotlive (g);
t; = Cas (dny) — zacatek expozice;

t, = Cas — konec expozice.
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Inhibice specifické rychlosti ristu je podil mezi rozdilem primérné specifické
rychlosti rtstu kontrolni skupiny raki a experimentalni skupiny rakti a primérné
specifické rychlosti riistu v kontrolni skupiné raki po 62 dnech expozice, nasobeny

stem. Vypocet byl proveden podle vzorce:

SGR, (kontrola) — SGRy(skupina)

100
SGRy (kontrola)

Ix [%] =

kde:

I = inhibice specifického rustu v experimentalni skupiné po 53 dnech expozice;

SRG (kontrola) = primérna specificka rychlost ristu v kontrolni skupiné raku;

SRG (skupina) = primérna specificka rychlost rstu v experimentalni skupiné rakl po

53 dnech expozice.

3.2.1. Odbér vzorku
Na konci testu (62. den) byl proveden odbér vzorkii pro stanoveni hladiny

oxidativniho stresu a aktivity antioxida¢nich enzymu. Biomarkery oxidativniho stresu
a antioxida¢nich enzymil byly méfeny v celotélnim homogenatu rakit mramorovanych.

Odebrané vzorky byly okamzité zmraZeny a skladovany pii -80 °C pro nasledné
analyzy. Pied rozmrazenim byly vzorky opét zvazeny a nasledné probéhla jejich
homogenizace (1:10, w/v) v pfistroji Ultra Turrax homogenizér (IKA, Némecko). Pro
homogenizaci byl pouzity fosfatovy pufr sobsahnem EDTA  (kyselina
ethylendiamintetraoctova) s neutralnim pH. Vznikly homogenat byl nésledné rozdélen
do dvou casti. Prvni ¢ast homogenatu byla pouzita pro analyzu lipidni peroxidace
pomoci reaktivnich latek s Kkyselinou thiobarbiturovou (TBARS). Dalsi cast
homogenatu byla pouzita pro stanoveni aktivity antioxida¢nich biomarkert superoxid
dismutazy (SOD), kataldzy (CAT) a glutathion reduktazy (GR).
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3.3. Metody stanoveni biomarkeri
3.3.1. Metoda stanoveni lipidni peroxidace

Lipidni peroxidace je méfena jako TBARS (latky reaktivni s kyselinou
thiobarbiturovou). Principem této metody je stanoveni barevnych aduktt, vznikajicich
béhem reakci produktt lipidni peroxidace a kyseliny barbiturové (TBA). Vznikly
barevny adukt je méfen spektrofotometricky za pomoci destickového spektrofotometru
Infinite M200PRO (TECAN).

Pii stanoveni TBARS bylo postupovano podle metodiky Luschak (2005). Vzorek
celotélniho homogenatu (250 pl) byl 30 minut preinkubovéan s 12,5 pl FeSO4 pii 37 °C.
Dale byl k homogenatu v poméru 250 pl:75 pl pfidan roztok TCA - BHT, tato smés
byla nasledn¢ promichdna na vortexu a dvacet minut centrifugovana pii 4000 rpm
ateploté 4 °C. Po centrifugaci bylo do mikrozkumavek piepipetovano 250 ul vzorku
anasledné pfidano 50 pl HCI a 200 pl TRIS - TBA. Takto pfipraveny vzorek byl
umistén do termobloku, kde se vatil po dobu 45 minut pfi teploté 90 °C. Po uplynuti 45
minut byly vzorky piepipetovany do mikrotitracnich desticek a spektrofotometricky
bylo zméfeno vzniklé zbarveni pii 550 nm anasledné pii 590 nm. Hodnoty byly

vyjadfeny jako nmol TBARS.mg™ proteini.

3.3.2. Stanoveni aktivity superoxid dismutazy (SOD)
Superoxid dismutazy patii mezi metaloenzymy. Soucasti struktury téchto enzymd je

iont kovu, a to konkrétné médi, zinku, manganu a niklu. SOD jsou soucasti vSech
bun¢k, nejcastéji se vSak nachazeji v jatrech. Hlavni funkci tohoto enzymu je kontrola
mnozstvi superoxidovych radikald v buiice. V piipadé jejich nadbytku, jsou tyto
radikaly katalyzovany na molekulovy kyslik a peroxid vodiku (Ozturk-Urek a Tarhan,
2001). Principem tohoto stanoveni je schopnost SOD inhibovat reakce fizené
superoxidy.

K produkci superoxidi je pouzit NADH (nikotinamid adenin dinukleotid)
a phenazin methosulfonat (PMS). Produkce superoxidi je stanovena za pomoci NBT
(nitrobluetetrazolium), které je po prubéhu reakce meénéno na barevny stabilni
formazanovy  produkt, ktery je v mikrotitratnich  destickdch  nasledné
spektrofotometricky meéten za pomoci piistroje Infinite M200PRO (TECAN) dle
metodiky Marklund a Marklund (1974).
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Vzorek celotélniho homogenatu (25 pl) byl prepipetovan do mikrodesticky a bylo
pfidano 200 pl homogeniza¢niho pufru s NADH a NBT. Objem byl dikladné
promichan a nasledné¢ méien pfi 560 nm 2 minuty s 20 sekundovymi intervaly. Poté se
reakce odstartuje pridanim 25 pul PMS a ihned je méfena kinetika reakce opét pii 560
nm ve dvaceti sekundovych intervalech po dobu péti minut. Hodnota aktivity SOD byla

vyjadiena v nmol NBT.min™".mg™ proteinii.

3.3.3. Stanoveni aktivity katalazy (CAT)
Katalyza je hlavni funkci katalaz. Pouzita metoda je zalozena na schopnosti tohoto

enzymu preménit peroxid vodiku na vodu a kyslik. Béhem méfeni se sleduje pokles
peroxidu vodiku za jednotku Casu. Aktivita katalazy byla méfena na piistroji Infinite
M200PRO (TECAN). Stanoveni aktivity CAT bylo provedeno podle metodiky Aebi
(1984).

Do mikrokyvet bylo pipetovano 50 pl celotélniho homogenatu rakt a pfidano 250 pl
0,09% H,0,. Vse bylo promichano a ihned byla méfena absorbance reakéni smési.
Mg¢fteni probihalo v jednotlivych intervalech, vzdy po péti sekundach po dobu jedné
minuty pii 240 nm. Naméfena hodnota CAT aktivity byla vyjadiena jako umol H,0,

mint.mg™ protein.

3.3.4. Stanoveni aktivity glutathion reduktazy (GR)
Hlavnim tkolem enzymu glutathion reduktazy je katalyza oxidovaného glutathionu

(GSSG) na redukovany glutathion (GSH) za spotieby nikotinamid adenin dinukleotid
fosfatu (NADPH). Aktivita GR byla stanovena spektrofotometricky na zakladé méteni
koncentrace NADPH béhem reakce na destickovém spektrofotometru Infinite
M200PRO (TECAN), méfenim oxidace NADPH dle metodiky Carlberg a Mannervik
(1975).

Do mikrodesticek bylo postupné pipetovano 80 pl GR pufru, 20 ul NADPH, 20 pl
GSSG a 30 pl destilované vody. Takto vznikly roztok byl pfi teplot¢ 25 °C dvacet
sekund promichévan na vortexu a poté byla méiena spotieba NADPH, pii 340 nm bez
vzorku po dobu 2 minut. Nasledn¢ bylo pfidano 50 pl vzorku a bylo provedeno méfeni
pfi 340 nm v jednotlivych intervalech vzdy po 15 sekundach. Celkova doba méteni byla
5 minut. Aktivita glutation reduktazy byla vyjadiena jako pocet jednotek na nmol

NADPH min™.mg™ protein.
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3.3.5. Metoda stanoveni koncentrace proteini

Principem stanoveni koncentrace proteinli je vyuziti Folin-Ciocalteu fenolové
reagencie, pfi vzniku modife zabarveného komplexu podle Lowryho a kol. (1951).
Stanoveni koncentrace proteinii bylo provedeno spektrofotometricky na destickovém
spektrofotometru Infinite M200PRO (TECAN).

Do ptipravenych mikrodesti¢ek bylo postupné napipetovano 40 pul BSA standardu
nebo desetkrat nafedéného vzorku. Nasledné bylo ptfidano 35 pul NaOH + 105 ul CuSO4
a 70 ul Folin reagentu a promichdno na vortexu. Inkubace mikrodesticek probihala po
dobu tficeti minut ve tmé pfti teploté 37°C. Po uplynuti této doby nasledovalo méteni pti
680 nm proti blanku. Koncentrace proteinti v celotélnim homogenédtu rak byla

vypotitana podle kalibraéni kiivky pro BSA - v rozsahu 0,1 - 1 mg.ml™.

3.5. Statistické vyhodnoceni testu

Stanoveni statistického rozdilu mezi experimentalnimi skupinami a kontrolu bylo
vyhodnoceno pomoci statistického programu Statistika 12.0 analyzou variance
(ANOVA - Tuckey test).
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4. VYSLEDKY
4.1. Chovani raku

Béhem experimentu bylo sledovano chovani (piijem krmiva a pohybova aktivita)
ranych vyvojovych stddii raka mramorovaného v jednotlivych experimentalnich
skupinach, vystavenych terbuthylazinu-2-hydroxy a kontrole. Tato rana vyvojova stadia
raka mramorovaného, vystavena terbuthylazinu-2-hydroxy v koncentracich (0,75; 75;
375 a 750 pg.1™) po dobu 62 dnii, nejevila zadné zmény chovéni a v prjmu krmiva v

porovnani s kontrolou.

4.2. Kumulativni mortalita
Mezi skupinami nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil v kumulativni mortalité

rakii vystavenych terbuthylazinu-2-hydroxy v porovnani s kontrolni skupinou.
Kumulativni mortalita v experimentalnich skupindch a kontrolni skupin€ se pohybovala

mezi 17 az 20 % (graf ¢. 1).

28 4 — Kontrola +~ E1(0,75 ugth)
2 | - B2 (75 pgll) — E3 (375 pglh)
= E4 (750 pgI'h)

20 4 R B R I I I O B R}

Kumulativni mortalita (%)

1 G 1 16 21 26 ch 3B 41 46 21 56 &1

Délka testu (dny)

Graf ¢. 1. Kumulativni mortalita raka mramorovaného vystaveného metabolitu

terbuthylazinu-2-hydroxy béhem embryolarvalniho testu toxicity.
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4.3. Rustové parametry
Od dvacatého druhého dne experimentu bylo zjisténo statistiky vyznamné (P< 0,01)

snizeni hmotnosti raktli, vystavenych nejvyssi testované koncentraci terbuthylazinu-2-
hydroxy (750 pg.I, ¢tvrta skupina - E4), ve srovnani s kontrolou (graf & 2). Od 47 dne
bylo také pozorovano statisticky vyznamné (P < 0,01) snizeni hmotnosti raku,
vystavenych testované koncentraci 375 pgl™ terbuthylazinu-2-hydroxy (E3), ve
srovnani s kontrolni skupinou. U rakd v experimentalni skupiné¢ E2 (75 ug.l'1
terbuthylazinu-2-hydroxy) bylo zjisténo statisticky vyznamné (P < 0,01) sniZeni
hmotnosti az od 55. dne expozice. U prvni experimentalni skupiny vystavené realné

koncentraci terbuthylazinu-2-hydroxy (0,75 pgl™) nebyl zjidtén vliv na rist raki

mramorovanych.
S0
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Graf ¢. 2. Hmotnost ranych vyvojovych stadii raka mramorovaného vystavenych 62

denni expozici metabolitu terbuthylazinu-2-hydroxy.

Specifické rychlost rastu (SRG) a inhibice rastu (I) ranych vyvojovych stadii raka
mramorovaného, vystavenych 62 denni expozici terbuthylazinu-2-hydroxy, je uvedena
Vv tabulce €. 1. Inhibice ristu rakl vystavenych nejvyssi koncentraci terbuthylazinu-2-
hydroxy (750 pg.I™) byla 19,80 % ve srovnani s kontrolni skupinou, u rakd vystavenych
koncentraci 375 pgl?® terbuthylazinu-2-hydroxy byla inhibice ristu 13,40 %
a u skupiny vystavené koncentraci 75 pgl™ terbuthylazinu-2-hydroxy byla inhibice
rustu 8,40 %.
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Tabulka ¢. 1. Specificka rychlost ristu a inhibice ristu raka mramorovaného po expozici metabolitu terbuthylazinu-2-hydroxy.

Skupina Kontrola El E2 E3 E4
Terbuthylazine-2-hydroxy

1 - 0,75 75 375 750
(ng.I")
My (Mean = SD, mg) 5,93+0,19 5,57 +0,39 5,61 £0,40 5,57 +0,45 5,70 £ 0,42
Mg, (Mean £ SD, mg) 85,27 + 14,48 78,06 + 11,49 65,00 + 12,32* 55,79 +£9,11* 48,39 +6,97*
SGR 5,00 41,98 4,58 4,33 4,01
I (%) - 0,40 8,40 13,40 19,80

*Experimentalni skupiny statisticky (P < 0,01) vyznamné se lisici od kontrolni skupiny.
Poznamka: mg, Mgy = prumérnd hmotnost raku vybrané skupiny 9. a 62. den expozice;

SGR = specificka rychlost ristu vybrané skupiny po 53 dnech expozice;

1 = inhibice specifické rychlosti riistu vybrané skupiny po 52 dnech expozice;

SD = smerodatnda odchylka.
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4. 5. Ontogeneticky vyvoj
U rakt vystavenych nejvyssi koncentraci 750 pg.l™ terbuthylazinu-2-hydroxy doglo

po 62 denni expozici ke zpozdéni ontogenetického vyvoje. Raci v této koncentraci
dosahli pouze vyvoje VIII. faze juvenilniho stddia. V kontrolni skupiné a ostatnich tfech
experimentalnich skupindch, vystavenych terbuthylazinu-2-hydroxy v koncentracich

(0,75, 75 a 375 pg.I™), raci na konci testu (62. den) dosahli X. faze juvenilniho stadia.

4.6. Makroskopické morfologické anomalie
V pribéhu testu nebyly zjiStény v zddné experimentdlni ani kontrolni skupiné

makroskopicky pozorovatelné morfologické anomalie.
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4.7. Biomarker oxidativniho stresu
4.7.1. Lipidni peroxidace

Utinky chronické expozice terbuthylazinu-2-hydroxy na hladinu TBARS
Vv celotélnim homogenatu raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu €. 3. Statisticky
vyznamné (P < 0,01) sniZeni hladiny TBARS v celotélnim homogenatu rakti bylo
zjiStétno po 62 denni expozici v experimentalnich skupindch vystavenych
terbuthylazinu-2-hydroxy v koncentracich 375 pugl® a 750 pgl® v porovnani
s kontrolni skupinou. Ve skupinach rakt vystavenych terbuthylazinu-2-hydroxy
Vv koncentracich 0,75 ;,Lg.l'l a 75 ug.l'1 nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily

Vv hladiné¢ TBARS v porovnani s kontrolou.

= Kontrola E1(0,75 pgth)
E2 (75 pgt) =E3 (375 pgth)

= B4 (750 pg 1)

TBARS (nmol.mg™! proteinu)

Graf ¢. 3. Hladina TBARS v celotélnim homogenatu raka mramorovaného po 62
denni expozici terbuthylazinu-2-hydroxy. Hodnoty v grafu uvadeéji primér = S. D., N =
20.

*P < 0.01 statisticky vyznamny rozdil v porovnani s kontrolou.
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4.8. Antioxida¢ni biomarkery
4.8.1. Superoxid dismutaza

Utinky expozice terbuthylazinu-2-hydroxy na aktivitu superoxid dismutazy,
Vv celotélnim homogenatu raka mramorovaného, jsou uvedeny v grafu ¢. 4. Ve
skupinach raka vystavenych terbuthylazinu-2-hydroxy v koncentracich 0,75 ug.l‘1 a’rs
pg.l'1 nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily v aktivit¢ SOD v porovnani
s kontrolni skupinou. U rakii vystavenych terbuthylazinu-2-hydroxy v koncentracich
375 g™ a 750 pgl™ bylo zjisténo statisticky vyznamné (P < 0,01) sniZeni aktivity

SOD v celotélnim homogenatu po 62 denni expozici.

= Kontrola E1(0,75 pgI'h
E2(75 uglly = E3 (375 pgl?)

u B4 (750 pg 1Y

SOD (nmol NBT.minl.mg! protein)

Graf ¢. 4. Aktivita superoxid dismutazy v celotélnim homogendtu raka mramorovaného
po 62 denni expozici terbuthylazinu-2-hydroxy. Hodnoty v grafu uvadeji priumer = S. D.,

N = 20. *P < 0.01 statisticky vyznamny rozdil v porovnani s kontrolou.

35



4.7.2. Katalaza
Utinky expozice terbuthylazinu-2-hydroxy na aktivitu kataldzy, v celotélnim

homogenatu raka mramorovaného, jsou uvedeny v grafu ¢&. 5. Sedesati dvou denni
expozice terbuthylazinu-2-hydroxy, v testovanych koncentracich (0,75, 75, 350 a 750

png.1™h), nemsla vliv na aktivitu katalazy v celotdlnim homogenatu raka mramorovaného.

= Kontrola E1(0,75 peihy
E2 (75 pgl) =E3(375uglh)

u E4 (750 ug1)

CAT (umol HyOz.mint.mg ! proteinu)
o ) o P

Graf ¢. 5. Aktivita katalazy v celotélnim homogendtu raka mramorovaného po 62 denni
expozici terbuthylazinu-2-hydroxy. Hodnoty v grafu uvadéji prumer + S.D., N=20.

*P < 0.05 statisticky vyznamny rozdil v porovnani s kontrolou.
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4.7. 3. Glutathion reduktaza
Utinky expozice terbuthylazinu-2-hydroxy na aktivitu glutathion reduktazy,

v celotélnim homogenatu raka mramorovaného, jsou uvedeny v grafu &. 6. Sedesati
dvou denni expozice terbuthylazinu-2-hydroxy, v testovanych koncentracich (0,75, 75,
350 a 75 pg.l™), neméla vliv na aktivitu glutathion reduktazy v celotélnim homogenatu

raka mramorovaného.

= Kontroda E1(0,75 pgth)
»E2(TEpglh) wE3 (375 uglh)

w E4 (750 pg I

GR (mmol NADPH.min ' mg! proteing

Graf ¢. 6. Aktivita glutathion reduktdzy v celotélnim homogenatu raka
mramorovaného po 62 denni expozici terbuthylazinu-2-hydroxy. Hodnoty v grafu
uvadeji prumer £ S. D., N = 20. *P < 0.05 statisticky vyznamny rozdily v porovnani

s kontrolou.
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5. DISKUSE

Cilem této studie bylo posouzeni vlivu metabolitu terbuthylazinu-2-hydroxy na rana
vyvojova stadia raka mramorovaného (Procambarus fallax f. virginalis). Dalsim cilem
této prace bylo rozsitit podklady o mozném vlivu tohoto metabolitu na vodni ekosystém
a organizmy v ném zijici. Pro posouzeni vlivu byl pouzit embryolarvalni test toxicity.

Triaziny jsou velice dobie popsany ve védecké literatufe, na Web of Science je
mozné nalézt piiblizn¢ 17 500 védeckych c¢lanku. Nicméné jen mald cast téchto
publikaci popisuje vliv téchto latek na vodni organizmy. Vliv triazini na ryby byl
doposud popsan ve 143 védeckych publikacich, vliv triazini na raky je vSak popsan
pouze Vv Sesti védeckych pracich. Stale ovSem existuje jen velmi malo udaji o vlivu
metabolitl triazinl pro raky a ostatni vodni organizmy.

Raci patfi knejvétsim sladkovodnim bezobratlym, jsou klicovym druhem
aVekosystétmu hraji vyznamnou ulohu jako vSezravi zivodichové se Sirokym
jidelnickem. Jako velci benti¢ti makrofagové jsou dobfe pozorovatelni a odlisitelni od
jinych zivocichl. Také spliuji kritéria 3R principu a jsou indikatorem kvality Zivotniho
prostiedi (Kozak a kol., 2013).

Béhem experimentu nebyl zjistén vliv terbuthylazinu-2-hydroxy na chovani (pfijem
krmiva a pohybovou aktivitu) vyvojovych stadii raka mramorovaného. Zména chovani
je jednim zmnoha sledovanych parametri béhem toxikologickych studii. Zména
chovani vodnich organizm miZe byt i indikdtorem zne€i$téni vodniho prostiedi
(Hayes, 2007). Zmény chovani rakl se vyskytuji pouze pii vySSich koncentracich
triazind (fadoveé desitky miligramil), jedna se hlavné o nekoordinované pohyby a snahu
uniknout z kontaminovaného prostiedi (Velisek a kol., 2013). Vysledky této studie jsou
vsouladu s dalsimi studiemi, pifi kterych byli raci vystaveni subletalnim davkam
triazin®i. V téchto studiich také nebyly pozorovany zadné zmény chovani (Stard a kol.,
2014; Koutnik a kol., 2014).

Kumulativni mortalita v experimentalnich skupinach a kontrolni skupiné byla na
konci testu 17 az 20 %. Mezi skupinami nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil
V kumulativni mortalit¢ rakd. Mortalita béhem testu byla nizka z divodu pouziti
nizkych koncentraci terbuthylazinu-2-hydroxy. Vseobecné se uvadi, Ze letalni
koncentrace triazinti pro vodni organizmy, hlavné ryby, se pohybuji v rozsahu jednotek
az stovek miligrami na litr (VeliSek a kol., 2014a). Letalni hodnota (96hLC50) pro raka
signalniho (Pacifastacus leniusculus) pro atrazin je 12,1 mg.I™, pro terbutryn je 13,9

mg.I"%, pro prometryn je 14,4 mg.I™, pro hexazinon je 19,5 mg.I™, pro metribuzin je 30,6
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mg.I" a pro simazin je 77,9 mg.I" (Velidek a kol., 2013). V povrchovych vodach se
koncentrace triazini pohybuje fadoveé od desetin az do desitek mikrogramd na litr
(Sehonova a kol., 2012). Lze tedy ptedpokladat, Ze triaziny a jejich metabolity nebudou
Vv prosttedi zptisobovat akutni thyny vodnich organizmt, ale mohou mit chronické vlivy
na tyto organizmy.

V embryolarvalnich testech toxicity se bézné sleduje vyvoj testovanych organizmt,
tento parametr je relativné citlivy pfi hodnoceni toxicity pesticidu (Hayes, 2007).
U rakd, vystavenych nejvy3si koncentraci 750 pg.1™ terbuthylazinu-2-hydroxy, doslo po
62 denni expozici ke zpozdéni ontogenetického vyvoje. Raci v této koncentraci dosahli
pouze vyvoje VIIIL. faze juvenilniho staddia oproti ostatnim experimentalnim skupinam
a kontrole, kde raci dosahli X. faze juvenilniho stadia. Tyto vysledky jsou v souladu
s ostatnimi studiemi na racich a rybach, kde doslo ke zpozdéni ontogenetického vyvoje
pouze u vyssich koncentraci triazinii (jednotky miligrami na litr) (Velisek a kol.,
2014b,c; Koutnik a kol., 2015; Velisek a kol., 2016).

Po expozici terbuthylazinu-2-hydroxy v koncentracich (0,75; 75; 375; 750 pg.l™)
nebyly pozorovany zadné makroskopicky pozorovatelné morfologické anomalie
v experimentalnich skupinéach, ani ve skupiné kontrolni. Tyto vysledky jsou v souladu
s dalsimi studiemi. Ve studiich Velisek a kol. (2014b,c, 2016) také nebyly pozorovany
zadné morfologické anomalie u vyvojovych stadii raki a ryb vystavenych triazinim.

Rist je jeden z parametrd, ktery je rutiné méfen béhem embryolarvalnich testl
toxicity. Riist pfedstavuje integraci riznych fyziologickych a environmentélnich faktort
(Sprague, 1971). V testu byl zjistén statisticky vyznamy pokles télesné hmotnosti raki
vystavenych koncentracim vy$§im nez 75 pgl™? terbuthylazinu-2-hydroxy. U raki
exponovanych nejvyssi koncentraci terbuthylazinu-2-hydroxy (750 pgl™) doglo
K inhibici rastu o 19,80 % ve srovnani s kontrolni skupinou. Snizeni hmotnosti rakd po
expozici terbuthylazinu-2-hydroxy muze zpozdit reprodukci a zvysit citlivost mladych
rakti k predaci aonemocnénim. Vysledky této studie jsou v souladu se studiemi
provedenymi na rybach vystavenych triazinim, kde také doSlo k inhibici riistu (VeliSek
a kol., 2015a,b, 2016).

Triaziny zptsobuji oxidativni stres a ovliviiuji aktivitu antioxida¢nich enzymu ryb,
intenzita t€chto zmén je zavisla na koncentraci a délce expozice (Koutnik a kol., 2015).
Terbuthylazin-2-hydroxy ve dvou nejvyssich testovanych koncentracich (375 a 750
ng.l™) zpiisobil snizeni hladiny TBARS a aktivity SOD v celot&lnim homogenatu rakd

mramorovanych. Superoxid dismutdza je jednim z antioxidac¢nich enzymu prvni linie
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obrany proti oxidativnimu stresu. Snizeni aktivity SOD bylo vyvolané adaptacni reakcei
rakl neutralizovat reaktivni formy kysliku, které vznikly expozici terbuthylazinu-2-
hydroxy. Stejné zmény v aktivit¢ SOD byly popsany i ve studii Koutnik a kol. (2014),
kde byl rak signalni vystaven realné koncentraci metribuzinu (0,52 ug.l’l). Zmeény
aktivity antioxidacnich enzymu jsou popsany i u ryb vystavenych triazinim, vcetné
terbuthylazinu, jehoz hlavnim metabolitem je terbuthylazin-2-hydroxy (Hostovsky
a kol., 2014).

Maximalni koncentrace metabolitu terbuthylazinu-2-hydroxy, ktera byla naméfena
v roce 2014 v &eskych fekach, je 0,75 pg.l? (CHMU, 2016), odpovida koncentraci,
kterd byla pouzita v naSem testu v experimentalni skupiné ¢. 1. Tato koncentrace
terbuthylazinu-2-hydroxy nezpusobila, v nami sledovanych ukazatelich, zadnou zménu.
Lze tedy piedpokladat, Ze pfi souasném stavu metabolit terbuthylazin-2-hydroxy neni
rizikovy pro ranéd vyvojova stadia rakti. Vodni prostfedi vSak obsahuje velké mnozstvi

latek, které mohou ovliviiovat i toxicitu terbuthylazinu-2-hydroxy.
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6. ZAVER

V této praci byl posouzen vliv majoritniho metabolitu terbuthylazinu, a to
terbuthylazinu-2-hydroxy, na rana vyvojova stadia raka mramorovaného. VIiv
terbuthylazinu-2-hydroxy byl hodnocen na zaklad¢ rastu, biomarkeru oxidativniho
stresu a antioxidac¢nich biomarkerii, ontogenetického vyvoje a vyskytu deformaci
ranych vyvojovych stadii. K posouzeni vlivu tohoto metabolitu byl pouzit
embryolarvalni test toxicity na racich. Toxicky vliv terbuthylazinu-2-hydroxy byl
hodnocen ve ctyfech koncentracich (0,75 pg.l’l, 75 ug.l'l, 375 ug.l'1 a 750 ug.l‘l) po
dobu 62 dnt.

Vysledky této studie prokézaly vliv terbuthylazinu-2-hydroxy na rist, ontogeneticky
vyvoj a hladinu lipidni peroxidace a zaroven naruSeni antioxidacnich systému raka
mramorovaného. Tyto zmény byly prokazany jen ve vysSich testovanych koncentracich,
a to 75 pugl™, 375 pglt a 750 pgl™ terbuthylazinu-2-hydroxy. V nejnizi testované
koncentraci, kterd odpovidala redln¢ se vyskytujici koncentraci v podminkach zivotniho
prostfedi, nebyl prokazan vliv tohoto metabolitu na sledované ukazatele. Lze tedy
predpokladat, ze pti soucasném vyskytu v pfirod¢, metabolit terbuthylazin-2-hydroxy
neni rizikovy pro rand vyvojova stadia rakl. Ale vodni prostfedi mize byt zneciSténo
dalSimi riznymi latkami, které mohou pii soucasné expozici zesilovat negativni efekt
této latky.

Tato studie doplniuje informace o vlivu metabolitu terbuthylazinu-2-hydroxy na raky
atim i na vodni ekosystém jako celek. Dale poukazuje na velkou citlivost vyvojovych
stadii rakti vi¢i metabolitim triazind a nabizi moznost vyuziti ranych vyvojovych stadii

vevr

zatizeni vodniho prostiedi triaziny a jejich metabolity.
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8. ABSTRAKT
Vliv metabolitu terbuthylazinu-2-hydroxy na rana vyvojova stadia raka

mramorovaného

Terbuthylazin patii do skupiny pesticidi na bazi triazind, pouzivanych
v zemédélstvi jako herbicidy. Jeho majoritnim metabolitem je terbuthylazin-2-hydroxy.
Cilem této studie bylo posoudit vliv terbuthylazinu-2-hydroxy na mortalitu, rtst, vyskyt
deformaci a vyvoj ranych vyvojovych stadii a hladinu oxidativniho stresu a aktivitu
antioxida¢nich enzymu raka mramorované¢ho (Procambarus fallax f. virginalis)
a zaroven také rozsifit podklady pro posouzeni vlivu tohoto metabolitu na Zzivotni
prostiedi.

K posouzeni vlivu tohoto metabolitu byl pouzit embryolarvalni test toxicity na
racich. Toxicky vliv terbuthylazinu-2-hydroxy byl hodnocen ve &tyfech koncentracich
(0,75 pg.1™, 75 pg.I?, 375 pug1™ a 750 pg.I™) po dobu 62 dni.

Expozice terbuthylazinu-2-hydroxy v koncentracich 375 pg.I™* a 750 pg.I* zpisobila
snizeni aktivity superoxid dismutazy (SOD) a hladiny lipidni peroxidace (mé&fené jako
TBARS) a zpomaleni rlstu. Zpomaleni riistu bylo zjiSténo i u skupiny vystavené
koncentraci 75 pg.1™ terbuthylazinu-2-hydroxy. Navic u rakii vystavenych koncentraci
750 ug.l'1 doslo ke zpomaleni ontogenetického vyvoje rakd. Testovand redlna
koncentrace 0,75 pg.l™ terbuthylazinu-2-hydroxy neméla vliv na sledované ukazatele
ranych vyvojovych stadii raka mramorovaného.

Terbuthylazin-2-hydroxy zptsobil snizeni ristu, zpomaleni ontogenetického vyvoje,
oxidativni poSkozeni bunécnych lipidi a proteint a také zmény v antioxidacni aktivité

ranych vyvojovych stadii raka mramorovaného.

Klicova slova: triaziny, metabolity, raci, embryolarvalni test toxicity, rana vyvojova

stadia
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9. ABSTRACT
The effect of metabolite terbuthylazine-2-hydroxy on early life stages of marbled

crayfish

Terbuthylazine belongs to the group of pesticides on triazine-based for use in
agriculture as herbicides. Terbuthylazine-2-hydroxy is the main metabolite of
terbuthylazine. The aim of this study was evaluate the effect of terbuthylazine-2-
hydroxy on mortality, growth, occurrence the deformations and the development of
early life stages, and levels of oxidative stress, assess the activity of antioxidant
enzymes of marbled crayfish (Procambarus fallax f. virginalis) and also augment data
for assessing the impact of this metabolite on the environment.

For assess of effect of this metabolite was used embryo larval toxicity test with
crayfish. The effect of terbuthylazine-2-hydroxy was evaluated in four concentrations
(0.75 pg.1™, 75 pg.l™, 375 pug1™ and 750 pg.I™) for 62 days.

Terbuthylazine-2-hydroxy in concentrations 375 pglt and 750 pgl® caused
decrease of activity superoxide dismutase (SOD) and the levels lipid peroxidation
(measured as TBARS) and inhibition of growth. Inhibition of growth was also observed
in the group exposed to 75 pg.I" of terbuthylazine-2-hydroxy. Additionally, there was
delay in ontogenetic development of crayfish exposed to concentration 750 pg.I>. The
real tested concentration of 75 pg.l? terbuthylazine-2-hydroxy had no effect to
monitored indices in the early life stages of marbled crayfish.

Terbuthylazine-2-hydroxy caused oxidative damage of cellular lipids and proteins,
changes in antioxidant activity, reduction of growth, delay in ontogenetic development
of marbled crayfish.

Keywords: triazine, metabolites, crayfish, embryo-larval toxicity test, early life

stages
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