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1. UVOD

Lidé se od nepaméti snazili chrénit své zemédé€lské produkty, aby si zajistili
dostate¢né zasoby potravy. S touto snahou Sel ruku v ruce boj s riznymi Skidci,
chorobami ¢i plevely. Jejich metody byly ovSem zalozeny pouze na mechanickém
principu, a proto byly mélo efektivni.

Teprve v minulém stoleti zacaly byt k témto ucelim pouzivany chemické latky.
Nejvetsi rozvoj zaznamenaly pesticidy po druhé svétové valce a to predevsim v USA,
Kanadé¢ a Velké Britanii. Pouziti herbicidt vzrostlo od 30. let 20. stoleti v USA 0 180 %,
v Kanad¢ dokonce trojnasobné (Sotherton and Holland, 2003).

Pravé 30. léta 20. stoleti jsou povazovana za skutecny pocatek éry syntetickych
organickych pesticidt. Roku 1939 objevil Dr. Paul Mdiller silné insekticidni vlastnosti
DDT (1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chloharfenyl)ethan), ktery se brzy po svém objevu stal
nejrozsifenéjsim insekticidem na svété. V roce 1962 byla prokazana bioakumulace DDT
v Zivo€iSnych tkdnich a vroce 1972 bylo v USA pouziti DDT zakézano (Cremlyn,
1985).

V soucasnosti se ve svété pouziva 800 aktivnich latek a 25 000 raznych komercnich
produktli pesticidii. Ro¢n& jsou prodany pesticidy za 32 bilioni dolarti (Sotherton
and Holland, 2003).

Na rozdil od jinych chemickych latek produkovanych ¢lovékem, jsou pesticidy
Siteny do Zivotniho prostiedi zamérn¢. Pesticidy jsou vyrdbény tak, aby byly Skodlivé
pro specifické cilové organismy nebo skupiny organismil. Vzhledem k jejich
vlastnostem existuje ziejmé riziko, Ze témito latkami budou postiZzeny i necilové
organismy, a to jak v misté aplikace, tak 1 v dasledku neimysIného Sifeni v blizkosti
aplikace nebo dokonce i ve vzdalené oblasti (Kreuger et al., 1999).

V ramci studia vlivu pesticidi na vodni organismy jiz bylo realizovdno mnoho
toxikologickych studii. K dispozici jsou pievazné vysledky kratkodobych studii (napf.
testl akutni toxicity), které hodnoti vliv kratkodobé expozice vysokym koncentracim
testovanych latek. Tyto typy testll jsou technicky, ¢asové i1 finanéné¢ méné ndrocné
v porovnéni s dlouhodobymi testy hodnoticimi G¢inky nizSich (subletalnich)
koncentraci pesticidi na exponované organismy (napi. testy subchronické toxicity,
chronické testy, embryolarvalni testy, atp.). Pravé vSak dlouhodobé testy poskytuji

objektivnéjsi informace o ucincich pesticidi z pohledu jejich redlného vyskytu
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V zivotnim prostiedi. Malo informaci rovnéz existuje o pisobeni pesticidli na rana
vyvojova stadia ryb, ktera jsou obecné pokladana za nejcitlivéjsi vuci pusobeni
negativnich faktora (Lahr et al., 2000).

Cilem bakalaiské prace bylo posouzeni vlivu prometrynu na rana vyvojova stadia
kapra obecného (Cyprinus carpio L.). VIiv prometrynu na rané vyvojova stadia kapra
byl hodnocen pomoci mortality, rastu, ontogenetického vyvoje a vyskytu deformaci.
Kone¢nym cilem tohoto sledovani bylo pfispét k rozsifeni podkladii pro hodnoceni

rizika prometrynu pro zivotni prostiedi.



2. LIERARNI PREHLED

2.1. Pesticidy

Pesticidy jsou latky organického ¢i anorganického pavodu, pouzivané k hubeni
rostlinnych a zivociSnych skudct, parazitickych hub, k ochrané rostlin, skladovych
zasob, technickych produktti, domd, byti, vyrobnich zavodu, zvitat i clovéka (Cremlyn,
1985).

Nejcastéji se pesticidy pouzivaji v zemedélstvi, jako piipravky k ochrané rostlin.
Jejich uc¢inky potlacuji vliv rostlinnych a zivocisSnych Skidch. Pesticidy se v soucasné
dobé& pouzivaji na 95 % zeméd¢lské pudy. Jejich ucinkim jsou vystaveny vSechny
slozky biosféry - vzduch, voda puida, rostliny i zivo¢ichové (Zapletal and Nepejchalova,
2001).

Ptikladem je masovy thyn uhoitu ti¢nich (Anguilla anguilla) v letech 1991 a 1995
v jezete Balaton v Mad’arsku. I kdyZz ndzory na thyn 7 tun thotd v Balatonu byly
protichiidné, zda se, ze hlavnim divodem byla intoxikace pyrethroidy. Tyto latky byly
nalezeny ve tkdnich ryb a krom¢ toho byla u uhote a dalSi druhli ryb prokazana silna
inhibice acetylcholinesterazy, ktera je piiznakem intoxikace pesticidy (Balint et al.,
1995).

Je dokazano, ze pesticidy narusuji ptirozené podminky ve vodnich ekosystémech,
coz muze vést k jeho dlouhodobym zméndm. Nicméné stale existuje malo informaci
o0 spolecné toxicité pesticidi. Pesticidy jsou v zeméd¢lstvi Casto pouzivany v kombinaci,
takze existuje urcité riziko synergickych ucinki téchto latek (Ecobichon, 1991; Belden
and Lydy, 2000).

2.2.1 Déleni pesticidii

Nejcastejsi déleni pesticidi se provadi podle skidct, které maji eliminovat (Pitter,
1999):

e Arkaricidy: pfipravky urcené k hubeni roztocu.

e Algicidy: ptipravky urené k hubeni fas.

e Arborocidy: ptipravky ur¢ené k hubeni stromt a kefi.

e Avicidy: pfipravky uréené k hubeni ptakd.
9



Fungicidy: pfipravky urc¢ené k ochrané¢ pted houbovymi chorobami.
Herbicidy: pripravky ur¢ené k hubeni rostlin.

Insekticidy: ptipravky urené k hubeni hmyzu.

Moluskocidy: prosttedky ur¢ené k hubeni mékkysu.

Piscicidy: pfipravky urcené k hubeni ryb.

Rodenticidy: ptipravky ur¢ené k hubeni hlodavct.

Déleni pesticidi podle zpisobu aplikace (Pitter, 1999):

Posttiky: aerosoly: slouzi k aplikaci tekutiny ve formé kapek.

Fumiganty: slouzi k aplikaci chemické latky ve formé par nebo plynu.

Poprase: slouzi k aplikaci praskovych ochrannych prostiedkd.

Pevné a tekuté nastrahy: pozerové nastrahy, predevsim k hubeni hlodavci.
Motidla: piipravky pro piedset’ovou ochranu semen.

Natéry a impregnace: Pfipravky pouzivané ptedev§im k ochrané dieva pied

dfevokaznymi Sktidci, plisnémi a houbami.

D¢leni pesticidi podle pisobeni na osetfovany organismus (Neuman et al., 1989;
Pitter, 1999):

Kontaktni (dotykové) — uc¢inna latka zastava na povrchu rostliny ¢i skudce,
pusobi pouze v misté zasazeni postiikem, jejich uéinky uzce souvisi
s povétrnostnimi podminkami.

Systémové — ucinna latka pronikd do bunék rostliny ¢i $kudce, je rozvadéna
cevnim systémem, a proto rostliny chrani bezpecnéji. Jejich Gi¢inek neni zavisly

na povétrnostnich podminkéch.

Déleni pesticidi podle mechanismu piasobeni (Mikulka and Kneifelova, 2005;
Pitter, 1999):

Inhibitory acetylcholinesterazy

Inhibitory chitin syntazy

Antagonista ekdysonu (hmyzi steroid ovliviiujici larvalni stadium vyvoje)
Inhibitory kyseliny gama-aminomaselné

Analogy juvenilnich hormont (reguluji riist hormonit)

Antikoagulanty
10



Inhibitory glutamin syntazy

Inhibitory demetylace steroidii

Inhibitory protoporfymogen oxidazy
Inhibitory RNA polymerézy

Inhibitory syntézy proteint

Inhibitory transportu elektronti pii fotosyntéze

Inhibitory mitochondrialni respirace

D¢leni pesticidl podle chemické povahy (Pitter, 1999):

Organofosfaty: estery kyseliny fosfore¢né, jsou akutné toxické pro vcely, volné
zijici zivoCichy i ¢lovéka.

Karbamaty: organické slouCeniny odvozené od kyseliny karbamové.
Karbamatové insekticidy vyuzivaji funkéni skupiny karbamatovych estert. Tyto
insekticidy usmrcuji hmyz pomoci reverzibilni inaktivace enzymu
acetylcholinesterazy.

Chlororganické slouceniny: fyzikalné a chemicky velmi stabilni latky na bazi
chloru, pfevazné insekticidy vyuzivané hlavné v minulosti.

Syntetické pyrethroidy: syntetické chemické slouceniny podobné piirodnim
latkdm pyrethrinim produkovanymi kvétinami. Soucast insekticidl a repelentd,
toxické pro ryby a jiné vodni organismy.

Fenoly: skupina hydroxyderivati benzenu a jeho analogti, jsou hodnoceny jako
toxické, nékteré formy 1 jako karcinogeny.

Azoly: aromaticke dusikaté latky, inhibuji enzymy plisni.

Aniliny: aromatické aminy, toxické, nebezpecné pro Zivotni prostredi.

2.2. Herbicidy

Nejvyznamnéjsi skupinu pesticida tvofi herbicidy. Jak jiz bylo zminéno, herbicidy

jsou latky hubici plevel v porostech kulturnich rostlin, popiipadé¢ invazni rostliny.

Pouzivaji se pfevazné v zemédé€lstvi, ale 1 ve méstech k udrzbé parkti, zahrad apod.,

nebo na udrzbu Zelezni¢nich trati (Neuman et al., 1989).
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2.2.1 Déleni herbicidii

Herbicidy se dé¢li podle ucinku, kdy dochédzi k blokaci nékterého ze zivotné
dalezitych biochemickych pochodll v téle rostliny. Mezi tyto ucinky patii naptiklad
inhibice fotosyntézy, inhibice syntézy aminokyselin ¢i bunééného déleni (Ecobichon,
1991).

Dalsim délenim herbicidi je déleni na selektivni a neselektivni. Selektivnimi
herbicidy jsou niceny pouze urCité druhy plevelii nebo jejich biologické skupiny, aniz
by byla poskozena kulturni rostlina, v jejimz prostoru byl herbicid aplikovan.
Neselektivni herbicidy ni¢i veSkerou vegetaci v prostoru jejich aplikace (Mikulka
and Kneifelov4, 2005; Pitter, 1999).

Dle uc¢inku jsou herbicidy déleny na kontaktni (dotykové herbicidy) a systémove.
Kontaktni herbicidy ptisobi pouze na tu ¢ast rostliny, kde byly aplikovany. Ni¢i pouze
nadzemni ¢asti rostlin a nejsou rozvadény cévnim systémem po téle rostliny. Systémové
pusobici herbicidy jsou rozvadény cévnim systémem po téle rostliny a Sifi se tak
do vSech jeho casti, od listh do podzemnich ¢asti rostliny nebo obracen€, od kotfentli
k nadzemnim ¢astem rostliny. PouZzivaji se k nieni vytrvalych plevelu. Néasledky
pusobeni systémovych herbicidii jsou postupné zpomaleni ristu a nasledné hynuti
(Zapletal and Nepejchalova, 2001).

Dle aplikace jsou herbicidy déleny na aplikaci pted setim se zapravenim do pudy,
preemergentni aplikaci, a postemergentni aplikaci. Aplikace pied setim se zapravenim
do pudy je pomérné malo rozsifeny zpusob. Je vyuzivan ptedevS§im u herbicidi, které
jsou nestabilni na svétle nebo maji omezenou pohyblivost v piid€. Preemergentni
aplikace se provadi v obdobi po zaseti plodiny, avSak jesté pred jejim vzejitim. Naproti
tomu postemergentni aplikace je provadéna az po vzejiti plodiny (Mikulka
and Kneifelova, 2005).

Pti aplikaci herbicidl je dilezité brat v potaz i podminky prostiedi. Dtlezitym
parametrem je teplota vzduchu. Cim teplej§i vzduch, tim je G&inek herbicidu vyssi.
Silny vitr zpsobuje nepravidelny ucinek herbicidu, mize dojit k poskozeni okolnich
rostlin. Dal$imi faktory jsou vlhkost ptidy a také druh ptudy. S vyssi vlhkosti roste
1 uCinnost ptipravku. V suché pade¢ je ucinnost témei nulova.. V lehkych pudach, jako
jsou naptiklad pidy pisCité, se herbicid velmi snadno pohybuje, hrozi tak jeho

vyplaveni do podzemnich vod. V tézsich jilovitych ptdach je riziko kontaminace
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podzemnich vod mnohem nizs§i (Cremlyn, 1985).

Dutlezitou roli hraji téz destové srazky. Pokud jsou srazky mirné, tak pomahaji
lepSimu vstiebavani herbicidu. Pti prudkych destich jsou ovSem splavovany do hlubsich
vrstev pudy, kde jiz rostlinu nijak neovlivituji. Prudké desté mohou zpusobit proniknuti
herbicidu splachy jak do vod povrchovych, tak i do podzemnich vod. Intenzita svétla
ovliviiuje pusobeni herbicidi inhibujicich fotosyntézu (Cremlyn, 1985; Zapletal
and Nepejchalova, 2001).

2.2.2. Vyskyt herbicidi ve vodach

K plo$nému znecisténi vod herbicidy dochazi zejména pii splachu téchto latek
ze zemédélskych ploch pii prudkych destich. Herbicidni latky se dostavaji nejen
do povrchovych vod, ale mohou kontaminovat i vody podzemni. Tyto latky,
kontaminujici vodni prostfedi, se mohou v ekosysttmu hromadit (kumulovat)
a rozkladat na mnohdy rizikovéjsi slouceniny (Svobodova et al., 1992).

Herbicidy ve vodach mohou ohroZzovat vodni necilové organismy rostlinného
i zivocisného puvodu (mikroorganismy, vodni bezobratlé i vodni obratlovce)
(Svobodova et al., 1992). Nejéasté&ji jsou ve vodnim prostiedi detekovany herbicidy
ze skupiny triazinii (Claver et al., 2006; Shomar et al., 2006; Lapworth et al., 2006;
Konstantinou et al., 2006; Padovani et al., 2006; Numabe and Nagahora, 2006).

Mezi triazinové herbicidy nejcastéji se vyskytujici ve vodach patfi:
e Atrazin

e Simazin

e Metribuzin

e Prometryn

e Terbutryn

Koncentrace atrazinu se v povrchovych vodach CR pohybuje fadové v desetinach
pg.I* (Sehonova, 2012). V ostatnich povrchovych vodach svéta se koncentrace atrazinu
pohybuje fadoveé v desetinach az desitkach pg.l'1 a nejvyssi koncentrace jsou zjistovany

v kanadskych a americkych tocich (Pappas and Huang, 2008; Mosquin et al., 2012).
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V Ceské republice byla naméfena nejvyssi koncentrace simazinu v povrchovych
vodach 0,06 pg.I (CHMU 2012). V Evropé dosahuji koncentrace simazinu az 5,0 pg.I”
(Beitz et al., 1994). V USA simazin dosahuje hodnot az 49,20 pg.1™ (US EPA, 1994).
Koncentrace simazinu nalezené ve svétovych povrchovych a podzemnich vodach jsou

uvedeny v tabulce ¢. 1.

Tabulka & 1. Koncentrace simazinu naméiené ve vodach.

Zemé Koncentrace
Rok Reference
(Mg.I-1)
Austrélie (Tasmanskéa _
5 1,05 1989 - 1992 Davies et al. (1994)
feka)
Britsk& Kolumbie max. 0,09 2003 - 2005 Woudneh et al. (2009)
Kanada (Greatské
. 0,0003 - 6,0 1977 Frank et al. (1979)
jezero)
Kanada (feka
_ max. 23,0 1981 - 1985 Hiebsch (1988)
Ontario)
Dénsko (podzemni
0,02-0,09 1992 Helweg 1994
voda)
Snook and Whitehead
Anglie (feka Lee) 0,04 - 0,06 1991 - 2000
(2004)
Anglie (feka Thames) 0,04 -0,17 1988 - 1997 Power et al. (1999)
Francie (feka Vilaine) 0,003 -0,033 1997 - 1998 Forgeta et al. (2003)
Francie (feka Seina) 0,011-0,2 2000 Garmouna et al. (2001)
Italie (podzemni _
max. 0,2 1992 Bagnati et al. (1994)

vody)

14



Portugalsko (feka) max. 2,30 1999 Tauler et al. (2001)

Spanélsko (feka
Ebro)
USA (Colorado) 0,02-49,2 1990 - 1993 U. S. EPA (1994)

0,10-0,54 2000 - 2001 Hildebrandt et al. (2008)

Koncentrace metribuzinu v povrchovych vodach ve svété se pohybuje v desetinich

az desitkach mikrogrami na litr (Cerejeiral., 2000; Haarstad and Ludvigsen, 2007).

Nejvyssi naméfena koncentrace terbutrynu v povrchovych vodach v Ceské
republice je 0,02 pug.1™ (CHMU, 2012). V Némecku byl terbutryn zaznamenan v fece
Weschnitz v maximalni koncentraci 5,6 pgl™. Od zafi 2003 do zaf 2006 mély
koncentrace terbutrynu v povrchovych vodach vzestupnou tendenci (Quendnow
and Puttmann, 2007). Terbutryn byl také zjistén ve stfedomotskych pobieznich vodach
v koncentracich 5 — 184 ng.I™ (Tolosa et al., 1996). Koncentrace terbutrynu zjisténé

ve svétovych vodach jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Tabulka ¢. 2. Koncentrace terbutrynu namérené ve vodach.

Zemeé Koncentrace
Rok Reference
(ng.l)
Némecko Quednow and Putmann
. 5,60 2003-2006
(Feka Weschnitz) (2007)
Némecko (feka Labe) 0,02 1996-1997 Agre Elbe (1997)
Némecko
0,12-0,48 1987-1997 LUA (1999)
(Feka Brandbach)
Svycarsko
. , 0,0024 1988 Buser (1990)
(Zenevskeé jezero)
Madarsko (Balaton) 0,10-0,4 2003-2004 Maloschik et al. (2007)
Spanélsko (feka Ebro) 0,50 2006 Ormad et al. (2008)

Maximalni koncentrace prometrynu v &eskych fekach je 0,51 pg.I (CHMU 2012).
V Recku byla zjisténa koncentrace prometrynu 0,190 az 4,40 pg.1™(Vryzas et al., 2011)
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2.3. Triaziny

Herbicidni vlastnosti triazinu byly objeveny Svycarskou spole¢nosti J. R. Geigy Ltd.
v roce 1952 (Kearney and Kaufmann, 1975).

Triaziny jsou jedny z nejstarSich herbicidi na svété a jsou charakteristické
heterocyklickou strukturou. Triaziny se déli podle chemické struktury na dvé skupiny,
a to asymetrické a symetrické triaziny. Do skupiny symetrickych triazini patii: simazin,
atrazin, ametryn, propazin, terbutryn a prometryn. Ze skupiny asymetrickych triazint je
nejpouzivanéj$i metribuzin, ktery je v soucasnosti pouzivan jako herbicid v porostech
brambor (Giesy et al., 2001).

Triaziny jsou adsorbovany koteny rostlin. Mechanismem tu¢inku triazinu je inhibice
fotosyntézy. Mistem G¢inku je inhibice Hillovy reakce fotosyntetického elektronového
pienosu v izolovanych chloroplastech, kdy je vyuzivan chlorofyl na energii pro buiky
rostlin. Zasazené rostliny nejsou schopné produkovat jakoukoliv energii, tim je zastaven
jejich rust a postupné hynou (Corbett, 1974).

Triaziny jsou perzistentni padni herbicidy, které pii aplikaci ve vysSich
koncentracich (5 - 20 kg.ha™) puisobi jako totalni herbicidy. V niZSich koncentracich
(1 - 4 kg.ha™) se pouzivaji jako selektivni herbicidy na fadu kligicich pleveld napf.
ve fazolich, kukufici, chiestu, jahodach a kolem ovocnych keiti (Martin and Worthing,
1974).

Triazinové herbicidy jsou relativné stabilni a nebezpecné pro vodni zivoCichy
a vodni ekosystém, a ptestoze bylo pouzivani vétSiny z nich v nedavné dobé zakazano,
stale se tyto latky a jejich rezidua vyskytuji v povrchovych i podzemnich vodach,
potravinach a v riiznych slozkach Zivotniho prostiedi (CHMU, 2012).

Toxicita triazini pro ryby zévisi na druhu triazinu. VétSina triazind spada
do kategorie mirné nebo nepatrné toxické, 1atky obsahujici desmetryn jsou pro ryby
toxické. Herbicidy na bazi triazinti dlouhodobé pretrvavaji ve vodnim prostiedi, hlavné
v podzemnich vodach, a jsou jejich ¢astymi kontaminanty. V soucasnosti jsou triaziny
povazovany za nebezpecné pro zivotni prostiedi a jsou zahrnuty na listin€ prioritnich

latek pro testovani v EU (European Commission, 1999) a USA (U. S. EPA, 1994).
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2.3.1. Prometryn (obr. ¢. 1)

Systematicky nazev:
N,N-bis(1-methylethyl)-6-(methylthio)-1,3,5-triazine-2,4-diamine
Chemicky vzorec: C1oH19NsS

CAS-No : 7287-19-6

Molekulova hmotnost: 241,36 g/mol™

~

S
\CH}

Obr. ¢. 1. Strukturni vzorec prometrynu (Meister, 1992).

Prometryn je bila krystalickd latka. Jeho bod tani je 118 — 120 °C, hustota je
1,157 g.Cm'3. Prometryn je stabilni v neutralnim, mirné kyselém nebo mirné zasaditém
prostiedi, ale je hydrolyzovan v silné¢ kyselém prostfedi. Je stabilni za béZnych teplot
a tlaku, nesnadno se vzniti, ale mize hotet, pokud je vystaven teplu nebo ohni.
Termickym rozkladem mohou vznikat toxické oxidy uhliku, dusiku a siry (Meister,
1992).

Poprvé byl registrovan v roce 1969 Agenturou EPA v USA, jeho registracni norma
byla vydana v roce 1987. Prometryn miizeme najit i pod jinymi nazvy jako napftiklad:
Prometryne, Caparol, Gesagard, Primatol Q a Prometex. V soucasné dobé ve svété
existuje 17 registrovanych produkti obsahujicich 8 — 97 procent prometrynu. Tyto
produkty jsou vyrabény v kapalné formé, krystalické form& nebo jako prasek. V Ceské
republice neni Vv soucasnosti registrovan zadny pftipravek obsahujici prometryn.
(Meister, 1992).

Prometryn je selektivni herbicid, ktery ni¢i jednoleté travy a Sirokolisté plevele
pfedevSim v bavin¢ a celeru, déle také v kopru a hrasku. Je to inhibitor fotosyntézy,
inhibuje pienos elektront v cilovych druzich plevell a trav. Ke vstiebavani prometrynu

dochazi jak zelenymi ¢astmi rostlin, tak i kofeny. Z kofenu se rychle pfesouva do listi
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a hromadi se ve vyhoncich rostlin (U. S. EPA, 1994).

Prometryn je pouzivan ve formé smacivého prasku anebo jako kapalina. Aplikace se
nesmi provadét pfimo do vody, mocalii nebo moktadi. Ke kontaminaci vody muze
dochazet pii nevhodném cisténi zafizeni nebo likvidaci odpadi, které s timto
herbicidem souviseji. Aplikace by méla byt provadéna za priznivych povétrnostnich
podminek, kdy nehrozi naptiklad jeho splach prudkymi desti nebo jeho $ifeni silnym
vétrem, kdy predevsim pii aplikaci kapaliny hrozi jeho odnos z oSetfované plochy. Toto
riziko téZ snizuje pouziti velkych kapek pii postiiku, které nesou mensi riziko odnosu
(Bowmer et al., 1995).

Prometryn se snadno vaze v ptidach s vysokym obsahem jilu a organické hmoty.

V takovychto tézkych piidach se hiife vyplavuje do podzemnich vod nez z lehéich typl
pad jako jsou piséité, alkalické a pis¢itohlinité pudy, které obsahuji malo organické
hmoty nebo jilu. Cim niZsi je organické slozeni pidy, tim je prometryn vice vyplavovan.
Prometryn ptetrvava v pidé 1 — 3 mésice. Pii aplikaci n¢kolikrat roéné miize pretrvavat
v pudé 12 — 18 mésict od posledni aplikace, pii nepfiznivych podminkéch, suchu
a chladu muze v pudé pietrvavat jesté déle (Bowmer et al., 1995).

Pouziti prometrynu v soucasné dob¢ neni omezeno. Agentura EPA pozaduje zadkaz
pouziti prometrynu na lehkych pisc¢itych a hlinitopis¢itych ptidach, kde je vyssi riziko
jeho vyplaveni do podzemnich vod. V tabulce ¢. 3 je uvedena spotieba prometrynu

v Ceské republice.

Tabulka ¢ 3. Spotieba prometrynu (kg.I™*) v zavislosti na plodiné v letech 1994 — 2005
(CHMU, 2012).

2005 | 2004 2003 | 2002 | 2001 | 2000 | 1999 | 1998 | 1997 | 1996 | 1995 | 1994

Brambory 0 3878 | 3449 | 262 | 4888 | 689 | 803 | 1250 | 1536 | 2103 | 2260 | 1819

Chmel 0 24 70,1 14 0 0 12 19 0 38 0 0

Kukufice 0 122,3 450 779 792 15632 | 1041 | 1781 | 1786 | 1948 | 2912 | 3172

Luskoviny 0 2881 641,1 599 | 969,44 | 1433 | 1398 | 1120 | 1347 | 2307 | 2672 | 4246

Picniny 0 0 11,5 193 203 92 113 58 88 743 112 179
Vinna réva 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 82
Sady 0 0 0 0 61 0 0 0 0 0 7 26

Zelenina 304 | 9794 | 7843 | 1109 | 907,6 | 691 | 1166 | 1722 | 1844 | 2277 | 3119 | 3542

Ostatni 59,4 | 3429,9 | 79511 | 4783 | 56152 | 5679 | 3599 | 4620 | 4746 | 5586 | 7575 | 4603
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2.3.2. Toxicita prometrynu

Aplikace prometrynu na zemédélské plodiny predstavuje riziko pro necilové
organismy Vv ekosystému, a to pii jeho odtoku z oSetfené plochy diky nepiiznivym
povétrnostnim podminkam, neodborné aplikaci a likvidaci zbytkt (Plhalova et al.,

2011).

Akutni toxicita

Pometryn je mirn¢ toxicky, az prakticky netoxicky pfi poziti. Hodnoty LD50 se
pohybuji u potkant mezi 3750 az 5235 mg.kg™, 3750 mg.kg™ u my3i a vice nez 2020
mg.kg™ u kralikd. P¥ dermalnich testech se prometryn ukazal jako mirné toxicky,
hodnota LD50 u kralikii je vy$si nez 2000 mg.kg™. Technicky prometryn zpisobuje
u kralikti podrazdéni kize a oc¢i, u krys zptsobuje utlum, poruchy koordinace svali,
potize s dychanim, prijem, nadmérné moceni a kiece (Hayes and Laws, 1991).

Prometryn je prakticky netoxicky pro ptaky, hodnoty LD50 z akutniho oralniho
testu pro kiepelky virzinské (Colinus virginianus) a kachny divoké (Anas
platyrhynchos) jsou 2150 mg.kg™ a 4640 mg.kg™ (Hayes and Laws, 1991).

Pro ryby je prometryn mirné toxicky, hodnota 96hLC50 pro pstruha duhového
(Oncorhynchus mykiss) se pohybuje v rozmezi 2,5 — 2,9 mg.I™ (U.S. EPA, 1996),
pro sluneénici velkoploutvou (Lepomis macrochirus) 7,9 mg.l™, halangika
diamantového (Cyprinodon variegatus) 5,1 mg.I", kapra obecného (Cyprinus carpio)
5,2 mg.I". Hodnota 48hLC50 u karase stiibfitého (Carassius auratus auratus) je
4 mg.lt (Kegley et al., 2010). Primérna letalni toxicita prometrynu (96hLC50)
pro kaprovité ryby je 8 mg.I™ (Hayes and Laws, 1991).

Prometryn je mirné toxicky pro vodni bezobratlé. Pro vcely a zizaly neni toxicky
(Hayes and Laws, 1991).

Chronicka toxicita

Na zakladé vysledkua dlouhodobych krmnych studii prometrynu u potkant s davkou
37,5 mg.kg.den™ a u psit 4 mg.kg.den™ prometrynu po dobu dvou let nebyly prokazéany
znamky toxicity. Pti vysSich davkach této latky byly pozorovany histopatologické
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zmény v ledvinach a jatrech (Hayes and Laws, 1991).

Udaje o chronické toxicité prometrynu pro sladkovodni ryby nejsou doposud pfilis
znamy. Nezadouci ucinky na rast ryb byly zjistény pii koncentracich od 1 do 2 mg.l‘1
prometrynu u jeleCka velkohlavého (Pimephales promelas) vystaveného prometrynu
po dobu 32 dnti (Erickson and Tturner, 2002).

Reprodukcni toxicita

Poruchy reprodukce krys nebyly zaznamenany u davky 5 mg.kg.den™ prometrynu.
U potkanti krmenych davkou 75 mgkg.den™ byla pozorovéna snizend vaha t&la
u potomstva (Hayes and Laws, 1991).

Prometrynu pii testované davce 250 mg.kg.den™ u potkanii, 50 mg.kg.den™ u krys,
72 mg.kg.den™ u kralikii nezpisobil Zadné teratogenni zmény. U prometrynu zatim
nebyly prokdzany mutagenni ucinky (Hayes and Laws, 1991)
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3. Material a metodika

Pro stanoveni vlivu prometrynu [N,N-bis(1-methylethyl)-6-(methylthio)-1,3,5-
triazine-2,4-diamine] na rana vyvojova stadia kapra obecného (Cyprinus carpio L.) byla
pouzita metoda embryolarvalniho testu toxicity pro ryby (OECD test ¢. 210).

Pokusy byly provadény v akvaristické mistnosti laboratofe vodni toxikologie
a ichtyopatologie na Fakulté rybaistvi a ochran¢ vod, Vyzkumném ustavu rybaiském

a hydrobiologickém JU ve Vodianech.

3.1. Embryolarvalni test toxicity

Testy toxicity na organizmech vodniho prostiedi maji nezastupitelnou uUlohu
pii hodnoceni rizik chemickych latek a piipravka véetné pesticidi pro vodni ekosystém
(risk assessment). Snahou ekotoxikologie a vodni toxikologie je hodnotit potencionalni
nebezpe¢i pro vodni ekosystém jako celek. Prakticky to znamena &tyfi urovné
studovaného ekosystému, a to bakterie, fasy, bezobratli a ryby. K hodnoceni
ekotoxikologickeho rizika latek vcetné pesticidi jsou vyzadovany vysledky testi
toxicity na fasach, dafniich a rybach (Svobodova et al., 2010).

Pii provadéni testu toxicity na rybach je nutné dodrzovat zasady zakona ¢.246/1992
Sh. na ochranu zvifat proti tyrani a podle § 11 vyhlasky Mze CR &. 207/2004 Sb.

0 ochrang, chovu a vyuziti pokusnych zvirat.

3.1.1. Princip a podminky testu

Testy s ranymi vyvojovymi stadii ryb jsou urceny k definovani letdlnich,
subletalnich a chronickych ucinkt chemickych latek. Rana stadia ryb jsou vystavena
urcité koncentraci testované latky rozpusténé ve vodé nebo rozpoustédle. Cilem testu je
posouzeni vlivu testované latky na rana vyvojova stadia ryb. Test zac¢ina umisténim
oplodnénych jiker do krystaliza¢nich misek a kon¢i pfechodem ryb na juvenilni stadium
(ptiblizné 30 az 35 dni, podle teploty vody). Test toxicity spo¢iva ve sledovani chovani,
mortality, rastu a vzniku morfologickych anomalii ryb v odstupiiovanych koncentracich
testovane latky (OECD, 1992).

Ke sledovanym parametrtim v pribéhu testu patii kuleni, pfezivani embryi, rozdily
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v chovéni, pohyblivost, délka, hmotnost, vyskyt anomalii ve vyvinu ryb. Déle je
v prub¢hu testu zaznamenavana teplota, mnozstvi kysliku, pH a koncentrace latky.
Vysledkem testu na zakladé ziskanych hodnot je stanoveni hodnot LOEC (Lowest
uz pozorovany ucinky), NOEC (No Observed Effect Concentration — nejvyssi
koncentrace testované latky, kterd nevyvola zadné pozorované ué¢inky) a 35dLC50
(OECD, 1992).

3.1.2. Pracovni postup

Jako experimentalni material byly pouzity oplodnéné jikry kapra, které byly ziskany
z lihn¢ Vyzkumného ustavu rybaiského a hydrobiologického ve Vodnanech, Fakulty
rybafstvi a ochrany vod, Jihodeské univerzity v Ceskych Bud&ovicich. Vytér ryb
probéhl 10. 5. 2012, jikry pouzit¢ v testu byly vybrany nahodné¢ z divodu
minimalizovani vlivu genetickych zmén na vysledky testu. Jikry kapra obecného byly
druhy den po vytéru ptevezeny do laboratofe vodni toxikologie a ichtyopatologie.

Nasazeni testu probéhlo 11. 5. 2012, oplozené jikry byly rozdéleny po 100 ks do 18
sklenénych misek o objemu lazné 0,75 1 obsahujici prometryn a dvé kontroly. Jedna
kontrola obsahovala jen fedici vodu a druha kontrola obsahovala dimethyl sulfoxid
(DMSO) pouzity k rozpousténi prometrynu. DMSO je polarni rozpoustédlo, které se
pouziva pii chemickych reakcich a je vyuzivano jako pomocné latka (rozpoustédlo)
v testech toxicity na vodnich organismech. Je potvrzeno, ze pouziti DMSO
v koncentracich 0,2 az 0,5 mL1™" nevyvola u ranych vyvojovych stadii kapra zadné
poskozeni a neovlivituje vysledky testl toxicity (Machova et al., 2009).

Celkem byly testovany c¢tyfi koncentrace prometrynu rozpusténé v DMSO a kazda
koncentrace byla vzdy ve tfech opakovanich. Tii opakovani obsahovala téZ kontrola
a kontrola DMSO.

Testovany prometryn byl pouzit od firmy Sigma Aldrich s chemickou ¢istotou 99,3
%). Testované koncentrace prometrynu pro kapra byly nésledujici: 0,51 pg.I™* (realna
koncentrace v &eskych fekach, skupina 1 - E1), 80 pg.I™ (1 % 96hLC50, skupina
2 - E2), 1 200 pg.I" (15 % 96hLC50, skupina 3 - E3), a 4 000 ug.I™ (50 % 96hLC50,
skupina 4 - E4). Redici voda pouzivana pro piipravu testovacich roztokii méla

nasledujici parametry: obsah kysliku >93 %, teplota 19,3 - 20,1 °C, pH 7,56,
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KNK,s 3,3 mmol.I", CHSKw, 1,1 mg.I™, celkovy amoniak < 0,02 mg.I*, NOs- 5,55
mg.I", NO; < 0,01 mg.I'*, PO, 0,228 mg.I"*, Ca," 49,10 mg.I"*, Mg," 13,60 mg.I™.

Ptiprava testovacich roztokl probéhala podle schématu uvedeného v tabulce €. 4.

Tabulka ¢. 4. Priprava testovacich roztokil.

Skupina Koncentrace | Davka do Objem prislusnych roztoku Roztok ¢.
¢. prometrynu 11
do 1 litru | do 2litrd | do 3 litrd
Kontrola 0 0 0 0 0
Kontrola
0 0,5ml 0,5 ml 1 ml 1,5 mi DMSO
DMSO
Reélna
1 0,51 pg.l-1 0,51 pgl"| 05ml 1 ml 1,5 mi I
konc.
2 1 80 pg.I" 80 ug.I" 0,5 ml 1 ml 1,5 mi Il
I I ,5m m 5m
LC50 Mg Mg
15 % 1200
3 1200 pg.I 0,5 ml 1 ml 1,5 mi [}
LC50 Mg
50 % 4000
4 4000 pg.I" 0,5 ml 1 ml 1,5 ml v
LC50 Mg

Poznamka: Roztok 1V: 0,4 g prometrynu do 50 ml DMSO
Roztok I11: 15 ml roztoku 1V do 50 ml DMSO

Roztok 1I: 1 ml roztoku IV do 50 ml DMSO

Roztok I: 0,320 ml roztoku Il do 50 ml DMSO

Misky byly umistény do boxu v laboratofi, uspofadani misek jedné skupiny bylo
nahodné (obr. ¢. 2, 4, 5). Do misek byly vlozeny vzduchovaci kaminky pro zajisténi
aerace (obr. ¢. 3). Svételny rezim Vv testu byl pfirozeny (16 hodin svétla a 8 hodin tmy).
Test byl proveden v semistatickém systému, testovaci roztoky byly vyménovany
kazdych 24 hodin. Vyména roztokli byla provadéna velice opatrné€, aby nedoSlo
k poskozeni testovanych jedincu (obr. €. 6, 7, 8, 9). Béhem vymény lazné byli vyloveni
uhynuli jedinci a jejich pocet byl kazdy den zaznamenan. Dale byla kazdy den méfena

teplota vody, nasyceni kyslikem a pH.
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Obrazek ¢. 2. Usporadani embryolarvalniho testu.

Obrazek ¢. 3. Areace testovaci lazné béhem testu.
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Obrazek ¢. 4 a. 5 Usporadani embyolarvalniho testu.

Obrazek ¢. 6. Larvy kapra béhem prelovovani.
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Obrdazek ¢. 7. Priprava vymény testovaci lazné.

Obrazek ¢. 8. Vyména lazné.
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Obrazek ¢. 9. Preloveni a vymena lazne.

S krmenim ryb se zapocalo dva dny po kuleni jiker (13. 5. 2012). Jako potrava byla
pouzita Gerstvé vylihla naupliova stadia zabronozky solné (Artemia salina). Zabronozky
se lihnou v solném roztoku (90 g moiské soli na 3 litry vody), do kterého se pfida
na toto mnozstvi 6 g zabronozky. Pro lihnuti Zabronozek je velice diilezitd vhodna
nadoba a intenzita vzduchovani. Vajicka musi byt stale v pohybu. Ve chvili, kdy se usadi
na dné nebo ziistanou viset na hladiné, se jejich vyvoj zastavi. DalSim dilezitym
parametrem pro lihnuti zabronozek je teplota. Pti teploté 28 °C dochdzi k lihnuti vajicek
do 18 hodin, pii teploté 25 °C do 24 hodin (¢im je teplota niz$i, tim delsi je doba
lihnuti). Nevylihnuta vajicka obvykle lezi na dné&, prazdné skotapky plavou na hladiné
(Kouba et al., 2009). Krmeni ryb zabronozkou solnou probihalo dvakrat denné
ad libitum (obr. ¢. 10, 11).
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Obrazek ¢. 10 a 11. Lihnuti Zabronozky solné.

V prubéhu testu byly odebirany vzorky embryi a larev ryb, které byly piechovany
v 4 % roztoku formalinu (obr. ¢. 12). Odebirano bylo vzdy 5 jedinci z kazdé misky
(. 15 jedinct ze skupiny). Prvni odbér zkusebnich vzorkl probéhl 17. 5. 2012 po 5
jedincich z kazdé misky. Druhy odbér probehl 24. 5. 2012 (5 ks z kazdé misky). Odbér
¢islo 3 probehl 31. 5. 2012, odebréno bylo 5 ks z kazdé misky kromé misek 4B, kde
byly odebrani pouze 3 jedinci a z misky 4A byly odebrani pouze 2 posledni jedinci.
Misky 4A a 4B byly po tomto odbéru zruseny. Odbér ¢islo 4 probéhl 7. 6. 2012,
odebrano bylo opét 5 jedinct z kazdé misky kromé misky 4C, kde nebyli odebrani zadni
jedinci. Posledni odbér zkuSebnich vzorkd, odbér ¢islo 5, probéhl 14. 6. 2012. Odebrano
bylo po 5 jedincich z kazdé misky. Takto odebrani jedinci byli pouziti pro ucely
sledovani ontogenetického vyvoje, vyskyt morfologickych anomalii a rtstovych

ukazateld.
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Obrazek ¢. 12. Prechovani vzorkii ryb v polyetylenovych lahvich s formalinem.

U odebranych vzorkti ryb bylo provedeno stanoveni periody ontogenetického
vyvoje podle Penaze et al. (1983) (obr. ¢. 13, 14, 15), ktery popsal devét embryonalnich
(E1 - E9), Sest larvalni (L1 - L6) a dv¢ juvenilni stadia (J1 - J2).

Obrazek ¢. 13. Hodnoceni ontogenetickeho vyvoje kaprii.
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Obrazek ¢. 14 a 15. Hodnoceni ontogenetického vyvoje ryb

Embryonalni perioda (stadia E1 - E9)

Embryonélni perioda za¢ina aktivaci vyvoje vajicka a kon¢i zahjenim exogenni
vyzivy. V této fazi vyvoje se zacinaji diferencovat jednotlivé organy, zacind pulsovat
srdce, tvoii se ofi, travici soustava, vytvaii se pigmentové burniky (obr. ¢. 16 - 18) (Penaz

etal., 1983).
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Obrazek ¢. 16. Embryondlni vyvojova stadia kapra (E1 - E6) (Peridz et al., 1983).
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Obrazek ¢. 17. Embryonalni stadia E6 - E8 (Peridz et al., 1983)

32



e e
¥ / ! M 27N A:!lﬂﬂ" LOUY

\\“%\\W S

Obrazek ¢. 18. Embryonalni stadium E9 (Pendz et al.,1983).

Larvalni perioda (stadia L1 - L6)

Larvalni perioda zacind zahajenim exogenni vyzivy, kon¢i metamorfézou

a nahrazenim embryonalnich a larvalnich organti definitivnimi. V této fazi vyvoje je jiz
pln€ zformované télo a je podobné télu dospélych jedincti. Larvy se stavaji odolnéjSimi,
svou ¢innost zahajuje i travici soustava a ziskavani potravy je plné zajisténo piijimanim

vné&jsi potravy, stoupa spotieba kysliku (obr. ¢. 19, 20) (Penaz at al., 1983).
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Obrdzek ¢. 19. Larvalni stddia L1 - L2 (Pendz et al.,1983)
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Obrazek ¢. 20. Larvalni stadia L3 - L6 (Perndz et al., 1983).
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Juvenilni perioda (stadia J1 a J2)

Juvenilni perioda zafind dokoncenim metamorfézy (t€lo podobné dospélym
jedinctim). U kaprovitych ryb se vytvari Supinovy pokryv téla. Juvenilni perioda konci
zahajenim pohlavni dospé€losti. V této fazi vyvoje nastupuje intenzivni rist, stoupa

odolnost ryb vié¢i vnéjsim faktortiim a hladovéni (obr ¢. 21) (Penaz et al., 1983)

Obrazek ¢. 21. Juvenilni stadia J1 - J2 (Perndz et al.,1983).
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V ramci embryolarvalniho testu byly ryby déle zvazeny na analytickych vahéch
(Mettler-Toledo) (obr. ¢ 21). Déle byla zméfena celkova délka téla digitdlnim posuvnym

méfitkem (obr. €. 22, 23). VSechny tyto udaje byly zaznamenany.

Obrazek ¢. 21. Vazeni larev kapra na analytickych vahach.

Obrazek ¢. 22 a 23. Mérent kapru digitalnim posuvnym méritkem.
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Po zméteni ryb bylo provedeno vyhodnoceni ristovych parametrii ryb. Pro toto
vyhodnoceni byly pouzity tfi ukazatele, a to: specificka rychlost ristu (SRG), inhibice
rustu (I) a Fultontiv koeficient (FK).

Primérna specificka rychlost rastu pro jednotlivé skupiny ryb byla stanovena jako
podil rozdilu priméru pfirozenych logaritmti hmotnosti ryb pfi prvnim odbéru (7. den
testu) a na konci testu (35. den testu). Vypocet byl proveden podle vzorce:

sor = MWz =W g
-4
kde: SGR = prumérna specifickd rychlost ristu ve skupiné; wi, W, = hmotnosti jedné
ryby v ¢ase t; a t, jednotlivé (g); t; = ¢as (dny) — zacatek expozice a t, = Cas - konec
expozice.
Inhibice specifické rychlosti rastu je podil mezi rozdilem pramérné specifické
rychlosti rtistu kontroly a experimentalni skupiny a prumérné specifické rychlosti ristu

v kontrole po 35 dnech expozice, nasobeny stem a byla vypoc¢tena podle vzorce:

SGR, (kontrola) — SGR, (skupina)

1 [%]=
SGR, (kontrola)

-100

kde: 1 = inhibice specifického rtstu ve vybrané experimentélni skupiné¢ po x dnech
expozice, SRGontroly = primérna specifickd rychlost ristu v kontrolni skuping,

SRG skupina) = pramérna specificka rychlost ristu ve vybrané experimentalni skuping.

3.1.3. Whodnoceni testu

V priabéhu testu byla sledovana a zaznamenavana mortalita ryb a vysledky byly
vyhodnoceny probitovou analyzou s vyuzitim programu Eko-Tox 5.1. Na zakladé
mortality byly vypocteny hodnoty 35dLC50 a hodnoty LOEC a NOEC.

Rustové ukazatele ryb byly vyhodnoceny pomoci statistického programu Statistika
8.1 analyzou variance (ANOVA - Tuckey test)
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3.1.4. Platnost testu (validace) podle OECD (1992)

Vysledky se povazuji za platné, jestlize jsou splnéna nasledujici kritéria:

e koncentrace testované latky b&hem testu neklesla pod 80 % nominalni
koncentrace,

e teplota vody se nelisi o vice jak 1,5 °C v prabéhu testu a musi byt
vV rozmezi pro dany testovany druh,

e koncentrace rozpusténého kysliku v testovanych roztocich a v kontrole se
béhem celého testu pohybovala v rozmezi 60 — 100 % nasyceni,

e mortalita v kontrole nesmi piesahnout 25%,

e lihnuti v kontrole musi byt minimalné 80%.
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4. Vysledky

4.1. Kuleni

Kuleni ryb zacalo 4. den po nasazeni testu, vétSina jiker ve vSech pokusnych
skupinéch se vykulila do 6. dne. Béhem testu nebyl zjistén vliv prometrynu na kuleni
kapra obecného (Cyprinus carpio L.).

4.2. Kumulativni mortalita

Statisticky vyznamny (p < 0,01) rozdil v celkové kumulativni mortalité byl zjistén
u ryb exponovanych nejvyssi koncentraci 4 mg.I" prometrynu (50% 96hLC50),
ve srovnéni s kontrolni skupinou (graf ¢. 1) v této skupiné doslo k 65 % mortalité.
Masivni mortalita v této skupiné nastala béhem 6. az 16. dne. V ostatnich testovanych
koncentracich se kumulativni mortalita pohybovala v rozmezi 13 az 29 %, v téchto
skupinach nebyl zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolnim skupinam,
kde byla mortalita 14%. Na zaklad¢ vysledki byla stanovena 35 denni
LC50 = 2314,0 ug.I"* prometrynu (graf &. 2). Na zakladé mortality byla stanovena
hodnota LOEC =1 100,0 ug.I* a NOEC = 850,0 pg.I™.

100 -
90 ——Kontrola ——DMSO

80 || ——E1(0,51 ugl) —=—E2 (80 ugl)
70 | [-==E3 (1200 pg/l) —e—E4 (4000 pg/l

60
50
40
30
20
10

0

Kumulativni mortalita (%)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Délka testu (dny)

Graf'¢. 1. Kumulativni mortalita kapra obecného béhem embryolarvilniho testu

S prometrynem.
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Graf ¢. 2. Test akutni toxicity prometrynu za 35 dni — vyhodnoceni 35dLC50.

4.3. Délkové hmotnostni riistové parametry

Od sedmého dne experimentu bylo zjisténo statistiky vyznamné (p < 0,01) sniZeni
délky ryb vystavenych nejvyssi testované koncentraci prometrynu 4 mg.l? (Gtvrta
skupina - E4) (graf ¢. 3). U ostatnich experimentalnich skupin nebyl zjistén statisticky

vyznamny rozdil v celkové délce téla oproti kontrolnim skupinam.

24 [ ——Kontrola —+—DMSO
. 21 | ——E1(0,51 pgll) ——E2 (80 pgll)
E 18 || —=—E3 (1200 pgll) ———E4 (4000 ugll)
= 15 A
£ 12
3 9 -
T 6
2 3
8 0 I I I I I I I I I I I I I 1

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 3
Délka testu (dny)

Graf'¢. 3. Celkova délka larev a juvenilnich kaprii obecnych vystavenych prometrynu.
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Pocinaje ¢trnactym dnem mély ryby ve &tvrté pokusné skuping (E4 - 4 mg.l™

prometrynu) statisticky (p < 0,01) niz§i hmotnost v porovnani s kontrolni skupinou (graf

¢. 4). Mezi ostatnimi experimentalnimi skupinami a kontrolnimi skupinami nebyly

zjistény rozdily v hmotnosti ryb.

160 ——Kontrola —+—DMSO
140 4| ~—E1 (051 pgl)  ——E2 (80 ugl)
120 4| —=E3(1200 pgl/l) ——E4 (4000 pgll)

20 22 24 26 28 30 32 34 36
Délka testu (dny)

Graf ¢. 4. Hmotnost larev a juvenilnich kaprii obecnych vystavenych prometrynu.
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Hodnoty Fultonova koeficientu experimentalnich a pokusnych skupin jsou uvedeny
v tabulce ¢. 5. Hodnoty Fultonova koeficientu byly signifikantné (p < 0,01) nizsi u ryb
vystavenych nejvyssi koncentraci prometrynu (E4 - 4 mg.™?) od 7. do 21. dne
ve srovnani s kontrolami. Mezi ostatnimi experimentalnimi skupinami a kontrolnimi

skupinami nebyly zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily.

Tabulka ¢. 5. Hodnoty Fultonova koeficientu u larev a juvenilnich kaprii obecnych

vystavenych prometrynu.

Skupina Kontrola DMSO E1 E2 E3 E4
Prometryn
- - 0.51 80 1200 4000
(Mg.I")

Cas (dny) x%SD x%SD x%SD x%SD x%SD x%SD
7 0,72+020 080+018 0,78+022 094+026 088+£0,21 0,52+£0,61
14 111+£069 089+015 086+0,15 086+027 091+0,14 049+£0,13"
21 110+£012 1,05+0,16 1,04+013 118+025 122+0,17 0,84+0,23*
28 129+0,20 1,33+0,13 133+015 1411064 1321014 1231014
35 1,30£0,10 1,22+0,30 121+0,35 127+0,09 126+0,09 1,26+0,21

*Experimentalni skupiny statisticky (p<0,01) vyznamné se liSici od kontrolnich skupin.
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Specificka rychlost rastu (SRG) a inhibice ristu (I) kapr vystavenych prometrynu
jsou uvedeny v tabulce 6. Inhibice rastu ryb vystavenych nejvys$si koncentraci
prometrynu (4 mg.I") byla 41,68 % ve srovnani s kontrolni skupinou, v ostatnich

skupinach se inhibice pohybovala v rozmezi 9,67 % do 13,53 %.

Tabulka ¢. 6. Rychlost a inhibice riistu kaprii obecnych po expozici prometrynu

Skupina Kontrola DMSO E1 E2 E3 E4
Prometryn
- - 0,51 80 1200 4000
(ug.I)
ms

(x *SD, mg) 2,76 +0,45 3,46 + 0,47 3,27 + 0,47 3,44 +0,50 3,39 + 0,64 4,05+1,16

Mass
(xxSD,mg) 106,73+3252 8345+3125 9098+2988 80,01+1983 8477+20,79  37,63+1953*

SGR 12,93 11,25 11,68 11,18 11,46 7,54

1 (%) - 12,99 9,67 13,53 1,37 41,68

*Experimentalni skupiny statisticky (p<0,01) vyznamné se liSici od kontrolnich skupin.
Poznamka: m;, mgs = pramérna hmotnost ryby vybrané skupiny 7. a 35. den expozice;

SGR = stiedni specificka rychlost rustu vybrané skupiny po 28 dnech expozice; | = inhibice

specifické rychlosti rastu vybrané skupiny po 28 dnech expozice; SD = smérodatna odchylka.
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4.4. Ontogeneticky vyvoj

Periody ontogenetického vyvoje kaprii vystavenych prometrynu jsou uvedeny
v tabulce ¢. 7. Vyznamne rozdily v ontogenetickém vyvoji byly zjistény ve dvou
nejvyssich testovanych skupinach (1,2 a 4 mg.l™). U ryb v téchto skupindch doglo
ke zpozdéni vyvoje v porovnani skontrolnimi skupinami. V téchto skupinach byli
na konci testu jedinci v larvalnim stadiu (L4b nebo L5), se zvySujici se koncentraci
prometrynu pievladali jedinci ve stadiu L4b. V ostatnich experimentélnich skupinach

a kontrolach dosahovaly ryby na konci testu juvenilniho stadia (J1).

Tabulka ¢. 7. Periody ontogenetického vyvoje kaprii v pritbehu 35 denni expozice

prometrynem.
Skupina Kontrola DMSO E1 E2 E3 E4
Prometryn
- - 0.51 80 1200 4000
(Mg.I)

Cas (dny) DSP DSP DSP DSP DSP DSP
7 ec9- L1 ec9- L1 ec9 - L1 ec9 - L1 ec9 - L1 ec9
14 L2-L3b L2-L3b L2-L3b L2-L3b L2-L3a L1-L2
21 L4a-L5 L4a-L5 L4a-L5 L4a-L5 L4a - L4b L3-L4a
28 L5-L6 L5-L6 L5-L6 L5-L6 L4a-L5 L4a - L4b
35 L6 - J1 L6 - J1 L6 - J1 L6 - J1 L5-L6 L4b-L5
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4.5. Makroskopické morfologické anomalie

V prubehu testu byly zjistény ve vSech skupinach vcetné kontrolnich morfologické
anomalie. Vyskyt téchto anomalii byl v praméru do 1%, jednalo se pfevazné o zaktiveni
patefe (lordozy, skolidzy) a deformity vackového Zzloutku. Vzhledem k nizkému
procentu morfologickych anomalii a vyskytu i v kontrolnich skupinach lze povazovat

tyto anomaélie za spontanni a nemajici souvislost s expozici prometrynu.
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5. Diskuse

Cilem této studie bylo posouzeni vlivu prometrynu na rana vyvojova stadia kapra
obecného (Cyprinus carpio L.) a zaroven roz$ifeni podkladti a informaci o mozném
vlivu na vodni organismy a Zivotni prostiedi. Pro posouzeni vlivu prometrynu na rana
vyvojova stadia kapra obecného byla pouzita metoda embryolarvalniho testu toxicity
pro ryby (OECD test ¢. 210).

Rana vyvojova stadia ryb jsou obecné povazovana za nejcitlivéjsi vaci znecisténi
a pusobeni negativnich vnéjsich vlivii na ekosystém, ve kterém ziji (Lahr et al., 2000).

V soucasné dob¢ existuje n€kolik informaci o toxicité prometrynu pro dospélé ryby,
ovSem o pusobeni prometrynu, a to i pesticidi obecné, na rand vyvojova stadia ryb, je
doposud zndmo jen velmi malo. Pfitom embryolarvalni testy toxicity jsou jednou
z nejcitlivéjsich metod posouzeni vlivu chemickych latek, protoze testovany organismus
je vystaven pisobeni chemické latky ve vSech kritickych obdobich raného vyvoje, jako
jsou: lihnuti jiker, rozplavani, zacatek exogenni vyZivy, vyvoj organli a Zaber
a metamorféza (McKim, 1995). Zvlasté citlivou skupinu tvoii ¢erstvé vylihlé larvy,
protoze ztraci ochrannou membranu a jsou tak pln¢€ vystaveny potencionalni toxicité
testovane latky (Arufe et al., 2004)

Vysledky této studie poskytuji dal$i udaje o pisobeni prometrynu a jeho vlivu
na rand vyvojova stadia ryb a pfispivaji k lepSimu poznani této latky. B&hem
embryolarvalniho testu toxicity nebyl prokdzéan vliv prometrynu na kuleni jiker kapra.
Do 6. dne od nasazeni testu se vykulila vétSina jiker ve vSech pokusnych skupinéch.
Mezi 6. a 16. dnem testu se statisticky vyznamné¢ odliSovala skupina ¢islo 4 s nejvyssi
koncentraci prometrynu 4 mg.I™ . V této skuping doslo k 65% kumulativni mortalité
ve srovnani s kontrolou. Ostatni skupiny nevykazovaly zadny statisticky vyznamny
rozdil v kumulativni mortalit¢ ve srovnani s kontrolou. Skupina ¢islo 4 se vyznamné
odliSovala od ostatnich skupin sniz§imi koncentracemi prometrynu ve vSech
sledovanych faktorech.

Od 7. dne expozice ryb prometrynu bylo zjisténo snizeni délky téla ryb ve 4.
skupin€. Ostatni experimentalni skupiny nevykazovaly Zadnou statisticky vyznamnou
odchylku oproti kontrole. Hmotnost ryb vystavenych prometrynu o koncentraci 4 mg.I™
se zacCala snizovat oproti ostatnim pokusnym skupinam od 14. dne testu. Inhibice ristu

ryb vystavenych nejvyssi koncentraci prometrynu (4 mg.I™) byla 41,68 % ve srovnani
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s kontrolni skupinou, v ostatnich skupinéch se inhibice pohybovala v rozmezi 9,67

do 13,53 %. Rychlost ristu je jednim z limitujicich faktorG pro posouzeni
Uspésnosti ryb v jejich zivotnim prostiedi (Bengtsson, 1974). Zpomaleni ristu jedince
muze zpusobit jeho niz§i konkurenceschopnost v boji o potravu ¢i vhodné stanoviste.
Tito jedinci se Castéji stavaji kofisti predatorti, mohou byt nachylnéjsi k onemocnéni
a mohou byt ovlivnény 1 jejich rozmnozovaci schopnosti (Rosenthal and Alderdica,
1976, Woltering, 1984). Velisek et al. (2012) zaznamenal vyznamny pokles ristu
po expozici triazinovému herbicidu terbutrynu u kapra. Ontogeneticky vyvoj je
dulezitym ukazatelem mnoha typi zneiSténi vody. Vyznamné rozdily
v ontogenetickém vyvoji se projevily ve dvou experimentélnich skupinach s nejvyssimi
koncentracemi prometrynu (1,2 a 4 mg.l™"). U ryb vt&chto dvou skupinach doslo
k opozdéni ve vyvoji v porovnani se vSemi skupinami. Ve skupinach 3 a 4 s nejvyssimi
koncentracemi prometrynu byli na konci testu jedinci v larvalnim vyvojovém stadiu
(L4b nebo L5), se zvysujici se koncentraci pievladali jedinci ve stadiu L4b. V ostatnich
experimentalnich skupinach a kontrolach ryby na konci testu dosahly juvenilniho stadia
(J1). Zmény v ontogenetickem vyvoji byly pozorovany u kapra obecného po expozici
terbutrynu o koncentracich 0,2 a 2 mg.I™ (Velisek et al., 2012). McCarthy et al. (2008)
a DeMicco et al. (2010) ve svych studiich embryolarvéalniho vyvoje ryb po expozici
pesticidl pozorovali fadu morfologickych anomalii. Jednalo se pfedevs§im o malformace
myoskeletarniho vyvoje, zakfiveni patete, otoky v perikardialni oblasti nebo deformace
Zloutkového vacku.

Po expozici prometrynu byly pozorovany morfologické anomalie ve vsech
skupinach vcetné kontrolnich, ovSem vyskyt té€chto anomalii nepfesahl jedno procento,
proto je lze povazovat za spontanni. Nepifedpokladd se, Ze by tyto morfologické
anomalie mé&ly souvislost s expozici ryb prometrynu.

Je prokazéno, Ze triazinové herbicidy obecné maji u sladkovodnich ryb vliv
na funkci organt, a to predev§im ledvin a jater. Jatra jsou primarnim organem
pro metabolismus a vylucovani S$kodlivin. ZvySena koncentrace toxickych latek
V jatrech miize mit negativni vliv na jejich stavbu. Degenerace epitelovych bunék
kaudalni ¢asti ledvin byla pozorovana u pstruha duhového a kapra po expozici
metribuzinu (Velisek et al., 2008).

Triazinové herbicidy obecné jsou pro ryby stiedné az siln€¢ toxické. Klinické

pfiznaky intoxikace ryb témito latkami se projevuji pfevazn¢ utlumovymi fazemi.
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Jednim z charakteristickych ptiznaki intoxikace ryb triaziny je tvorba transudatu
Vv dutiné télni. Toto se projevuje predevsim jejim zvétSenim (Svobodova et al., 2007).

Zmény chovani ryb byly pozorovany po expozici terbutrynu o koncentraci 32 mg.l'1
(Velisek et al., 2012). Pf expozici metribuzinu o koncentraci 175,1 mg.I* byla
pozorovana zvysend frekvence dychani, ztradta schopnosti pohybu a koordinace, kiece
a pohyb v kruzich (Velisek et al., 2008).

Maximalni koncentrace prometrynu, ktera byla naméfena v roce 2012 v Ceskych
fekach, je 051 pg It (CHMU 2012). Tato koncentrace odpovidd koncentraci
Vv experimentalni skupiné €. 1, kde nebyly pozorovany zadné vyznamné odchylky oproti
kontrole ve vSech sledovanych faktorech. Lze tedy ptfedpokladat, ze pfi soucasném

stavu prometryn neni rizikovy pro rana vyvojova stadia ryb v piirod¢.
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6. Zavér

V této praci byl posuzovan vliv triazinového herbicidu prometrynu na rané
vyvojova stadia kapra obecného (Cyprinus carpio L.). K posouzeni toxicity této latky
byla pouzita metoda embryolarvalniho testu toxicity pro ryby (OECD test ¢. 210).
Testované organismy byly vystaveny ¢tyfem riznym koncentracim prometrynu po dobu
35 dnd.

Experimentalni skupina &islo 1 byla vystavena koncentraci 0,51 pg.I™ prometrynu.
Tato koncentrace odpovidala redlné maximalni koncentraci prometrynu naméfené
v &eskych fekach vroce 2012 (CHMU 2012). Skupina ¢&islo 1 nevykazovala zadné
statisticky vyznamné odchylky oproti kontrole, a proto pfi této koncentraci nebyla
prokédzana toxicita prometrynu pro rana vyvojova stadia kapra. Lze tedy piedpokladat,
Ze pii souCasném stavu prometryn neni rizikovy pro rand vyvojova stadia ryb v prirod¢.

Statisticky vyznamné rozdily nebyly pozorovany ani v experimentalnich skupinach
&islo 2 a 3 o koncentracich 80 pg.I* a 1,2 mg.I". Pouze ve skuping ¢&islo 3 bylo
zaznamenano opozdéni v ontogenetickém vyvoji ve srovnani s kontrolou.

Skupina s nejvyssi koncentraci testované latky 4 mg.I" se vyznamné odliovala
od kontroly i od ostatnich pokusnych skupin ve vSech sledovanych faktorech
(kumulativni mortalita, hmotnost ryb, rlst, ontogeneticky vyvoj). Vliv prometrynu
na vznik morfologickych anomalii nebyl prokazan v zadné z experimentéalnich skupin.

Tato studie pfisp€la k rozsifeni informaci o toxicité pesticidnich latek pro rana

vyvojova stadia ryb a jejich vlivu na Zivotni prostiedi.
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Abstrakt

Vliv prometrynu na rand vyvojova stadia kapra obecného

Prometryn patii do skupiny triazinovych herbicidi pouzivanych v zemédélstvi.
Cilem této studie bylo posoudit vliv prometrynu na mortalitu, rast, vyskyt deformaci
a vyvoj ranych vyvojovych stadii kapra obecného (Cyprinus carpio L.). Pro posouzeni
toxicity prometrynu pro rana vyvojova stadia kapra byl pouzit embryolarvalni test
toxicity na rybach (OECD test ¢. 210). Toxické u¢inky prometrynu byly zkoumany
ve &tyfech koncentracich (0,51 pg.l™, 80 pg.l?, 1,2 mg.I" a 4 mg.I™) po dobu 35 dni.
Negativni vliv na mortalitu a rychlost riistu byl pozorovan ve skupiné ¢islo Ctyfi
s nejvyssi koncentraci prometrynu (4 mg.1™"). Opozdéni v ontogenetickém vyvoji kapra
bylo pozorovano v experimentalnich skupinach &islo tii a &tyfi (koncentrace 1,2 mg.1™
a 4 mgl'). Na zikladé vysledki testu byla stanovena 35 denni hodnota
LC50 = 2314,0 pg.I™ prometrynu. Na zékladé mortality v experimentéalnich skupinach
byla stanovena hodnota LOEC = 1100,0 pg.I™* a NOEC = 850,0 ug.I™.

Kli¢ova slova: triaziny, ryby, embryolarvalni test toxicity, rand vyvojova stadia,

Cyprinus carpio
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Abstract

The effects of prometryne on early life stages of common carp

Prometryne belongs to the triazine group of herbicides, which are used
in agriculture. The aim of this study was to assess the impact of prometryne
on mortality, occurrence of deformation, growth and development of early life stages
of common carp (Cyprinus carpio L.). For assessing the impact of prometryne
on the early developmental stages of carp was used the method of embryo-larval
toxicity test for fish (OECD test n. 210). Toxic effect of prometryne at four
concentrations (0.51 pg.I?*, 80 pg.I*, 1.2 mg.I™* and 4 mg.I™") was investigated during 35
days. Negative effects on mortality and growth were observed in the experimental group
number four with the highest concentration of prometryne (4 mg.I™). Retardation
of ontogeny development of carp was observed in the experimental groups number
three and four (concentrations 1.2 mg.I™ and 4 mg.I™). On the basic of test results was
estimated at 36 day LC50 = 2314.0 pg.I" prometryne. Based on mortality in
experimental group was estimated LOEC = 1100.0 pg.I* and NOEC = 850.0 pg.I*

prometryne.

Keywords: triazine, fish, embryo-larval toxicity test, early developmental stages,

Cyprinus carpio
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