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1. Uvod

Lidstvo se zeméd¢lstvim zivi vice nez 10 000 let., S timto faktem je blizce spojena
ochrana péstovanych plodin. Pritomnost plevelt vedle plodin byla nezadouci, tehdejsi
zemédélci si v§imli rostlin, které rostly jinak a rozhodli se je svoji mechanickou ¢innosti

selektovat od péstovanych plodin (Cobb a Reade, 2010).

V minulosti byly pesticidy rostlinného ptivodu po staleti pouzivany k ochrané plodin
a skladovanych produkti a k odpuzovani skiadct z lidskych sidel. Mezi nejznamé;jsi patii
pyrethrum, rotenon, nikotin a rostlinné esencialni oleje. Mnoho =z téchto latek

pochazejicich z rostlin maji insekticidni G¢inky (Hideo a kol., 2007).

Nejvyznamnéj$i rozvoj pouzivani pesticida a jinych chemickych latek v zeméd¢lstvi
nastal v minulém stoleti, a to zejména po 2. svétové valce. V této dob¢ se pouziti pesticidi
rozsifilo takika do celého svéta. Nejvétsi rozvoj pouzivani téchto latek byl pozorovan v
Kanad¢, v USA a ve Velké Britanii. Ve 30. letech 20. stoleti se zvySilo mnozstvi
spottebovanych pesticidi v USA o 180 %, v Kanad¢é dokonce tfikrat vice (Sotherton a
Holland, 2003). Rozvoj produkce a vyuZivani pesticidi napiiklad v Japonsku zapti¢inilo
obdobi po 2. svétové valce, kdy bylo Japonsko suzovano nedostatkem potravin (Hideo a

kol., 2007).

Globalni zasobovani potravinami piedstavuje pro zemédélstvi neustaly ukol, a bude
tak Cinit i v budoucnu. Rostouci svétova populace a rostouci poptavka po vySSim
mnozstvi a kvalit¢ potravin neni kompenzovana rovnocennym zvysenim dostupné
zemede€lské ptdy nebo jinych zdroji, jako je napifiklad voda. Naproti tomu oblast
zemédé€lské piidy na jednoho obyvatele v poslednich 50 letech dramaticky poklesla.
Zemédélci ve svém usili o dodavku bezpecného a hojného zasobovani potravinami musi
Celit riznym vyrobnim problémim, jako je hrozba, kterou piedstavuje hmyz, skadci,
plevele a houby béhem vegetacniho obdobi, a i po sklizni. K tomu jsou vyvijeny ruzné
technologie, véetné pouzivani pesticidu (Hideo a kol., 2007). Souc¢asné s tim aplikace
pesticidnich pfipravki predstavuje celosvétove jeden z vyznamnych negativnich faktort,
ktery je spojen s intenzifikaci zemédélské produkce (Ceresena Research, 2012). Uginné
latky pesticidi a jejich metaboliti se mohou kumulovat v raznych slozkach zivotniho
prostiedi a vést pifimo i nepiimo k riznym zdravotnim rizikiim u necilovych organismi
v zivotnim prostiedi iU ¢lovéka (Bermundez-Saldana a kol., 2005; Abrantes a kol.,

2010). Pesticidy kontaminuji vyznamné také vodni ekosystém, ve kterém se tyto latky



hromadi a dale se rozkladaji na mnohdy rizikov¢jsi slouceniny — metabolity (Ceyhun
a kol., 2010).

Cilem bakalafské prace bylo posouzeni vlivu metazachloru a jeho metabolitu
metazachloru OA na rana vyvojova stadia raka mramorovaného (Procambarus
virginalis), jakozto piedstavitele necilovych organismi konkrétné rakd, kteti vypovidaji
svoji bioindika¢ni hodnotou. VIiv metazachloru a jeho metabolitu metazachloru OA na
ranad vyvojova stadia raka mramorované¢ho byl hodnocen na zaklad¢ ristu, chovani,
biomarkeru oxidativniho stresu a antioxidacnich biomarkerti, ontogenetického vyvoje a
vyskytu deformaci. Ziskané vysledky pfi testovani budou podkladem pro hodnoceni

rizika vlivu metazachloru a jeho metabolitu metazachloru OA pro vodni ekosystém.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Pesticidy

Definice pojmu ,,pesticid" nenachazi z celosvétového pohledu stejny vyznam v
nékterych oblastech. Zejména vV humanni mediciné existuje jakasi shoda s pojmem
terapeutické pripravky, kde jsou napiiklad fungicidy vyuZzivany i jako terapeutické
ptipravky (Velisek a kol., 2018a).

Pesticidy jsou latky ptvodu organického ¢i anorganického, pouzivané k hubeni
rostlinnych a Zivoc¢iSnych Skiidci, parazitickych hub, k ochrané rostlin, skladovych zasob,
technickych produktd, domu, bytt, vyrobnich zavodu, zvifat i ¢lovéka (Cremlyn, 1985).
Z hlediska jejich pivodu je lze rozdélit na latky pfirodniho plvodu, syntetické a
biopreparaty (Zapletal a kol., 2001). Rostlinny pesticid je latka pfirozené produkovana

rostlinami, které se jimi brani vi¢i hmyzu a patogennim mikrobtm (Stersen, 2004).

Pesticidy se casto rozdéluji do n¢kolika skupin, v rameci skupin se 1isi schopnosti

hubeni ur¢itého druhu $ktdce. Dle Zapletala a kol. (2001) je d¢lime na:

e Aficidy: ptipravky urcené k hubeni msic.

. Akaricidy: ptipravky urcené k hubeni roztocu.

. Algicidy: ptipravky ur¢ené k hubeni fas.

. Arborocidy: pesticidy ur¢ené k hubeni stromu a keft.

. Avicidy: ptipravky urc¢ené k hubeni ptaki.

. Fungicidy: prostfedky urcené k ochran¢ pied houbovymi chorobami.

o Graminicidy: pfipravky ur¢ené k zastaveni riistu jednodéloznych trav (retardace

travy) ve dvoudé€loznych rostlinach a dievinach.

. Herbicidy: pesticidy urcené k hubeni rostlin (pleveld).

. Insekticidy: ptipravky uréené k hubeni hmyzu (dezinsekce).

o Molluskocidy: prostiedky uréené k hubeni mekkysi.

o Nematocidy: prostiedky urcené k hubeni hlistic a jinych cerva.

o Piscicidy: pfipravky urcené k hubeni ryb.

. Rodenticidy: ptipravky uréené k hubeni hlodavci (deratizace).
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D¢leni pesticidl zalozené na zpuisobu aplikace (Pitter, 1999):

J Postiiky — aerosoly: slouzi k aplikaci tekutiny ve formé kapek.

o Fumiganty: slouzi k aplikaci chemické latky ve formé¢ par nebo plynd.

o Poprase: slouzi k aplikaci praskovych ochrannych prostredki.

o Pevné a tekuté nastrahy: potérové nastrahy, predevsim k hubeni hlodavct.

o Motidla: ptipravky pro predsetovou ochranu semen.

J Natéry a impregnace: piipravky pouzivané piedevS§im k ochrané dfeva pied

dfevokaznymi skidci, plisnémi a houbami.

D¢leni pesticidi podle pusobeni na cilovy organismus (Neuman a kol., 1989; Pitter,
1999):

Kontaktni (dotykové) — u€inna latka zlstava na povrchu rostliny ¢i Skidce, ptisobi pouze
v misté zasazeni postiikem, jejich u¢inky tizce souvisi s povétrnostnimi podminkami.
Systémové — ucinna latka pronikd do bunck rostliny ¢i Sktidce, je rozvadéna cévnim

systémem. Jejich ucinek neni zavisly na povétrnostnich podminkach.

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

. Organofosftaty.

. Karbamaty.

. Chlororganické slouceniny.
o Syntetické pyretroidy.

o Fenoly.

o Morfoliny.

o Azoly.

o Aniliny.

o Slouceniny arsenu.

o Slouceniny na bazi nikotinamidu.
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Mezi prvni ochranu plodin v minulosti byla vyuZzivédna sira (plynna dezinfekce)
k ochran¢ plodin a odpuzovani hmyzu, pozdéji se vyuzivali slouc¢eniny arsenu, olova
a rtuti k ochran¢ plodin a skladovanych zasob. V 15. stoleti byla izolovana slou¢enina
nikotinu (sulfat nikotin) z tabakovych listli, kterd se zacala pouzivat jako insekticid
(Cremlyn, 1985). Ve 30. letech 20. stoleti zacala s rozvojem moderni syntetické chemie
I vyroba pesticidd, k jejimu hromadnému rozvoji doslo po druhé svétové valce. V roce
1939 doktor Paul Miiller objevil insekticidni G¢inky dichlordifenyltrichlorethanu (DDT)
(Carson, 1962). DDT byl prvnim t¢innym syntetickym pesticidem a m¢l vSechny dobré
vlastnosti pro insekticid, ktery si kdokoliv v té dobé dokézal ptedstavit. Je extrémné
stabilni a pouze jedno oSetieni stacilo pro dobrou kontrolu hmyzich Skidct. Dalsim z
mnoha kladnych aspektii byla jeho nizk4 cena. Jako néstroj antimalarickych kampani byl
mimotadné G¢inny (Stersen, 2004). Koncem druhé svétové valky byl pouZzivan k boji
proti chorobam pfendSenym hmyzem, zemédélskym a doméacim skidctim. Produkce
doséhla maxima v roce 1963, konkrétn¢ v USA se jednalo o mnozstvi 80 miliént kg
(Woodwell a kol., 1971). V roce 1962 poukazala Rachel Carson na negativni vliv DDT
na ekosystém (Carson, 1962).

Po pouziti pesticidti dochazi v prostiedi k jejich rozkladu. Tento proces je ovlivnén
fadou fyzikalné-chemickych faktorti a jejich ucinkt. Ze skupiny fyzikalnich faktora se
jedna o teplotu nebo slunec¢ni zéafeni, z chemickych poté 0 oxida¢né — redukcni reakce a
hydrolyzu. Mimo téchto faktort se podilely i vlivy biologické (napi. ¢innost
mikroorganismil). Pfi degradacnich procesech pesticidli vznikaji metabolity, které mohou
ztratit svij pivodni G¢inek. AvSak tyto metabolity mohou byt dokonce v nékterych

ptipadech toxictéjsi, nez byly ucinné latky (Velisek a kol., 2018a).

Pesticidy se mohou ve vodach vyskytovat rozpusténé nebo nerozpusténé a mohou byt
sorbovany na nerozpusSténych latkadch organickych i1 anorganickych a také mohou
podléhat rozkladu. Vyskyt pesticidi je vazan ptredevSim na povrchové vody (Obr. €. 1),
méné na podzemni vody diky sorbci pudy (Pitter, 1999). V soucasné dobé se stale Castéji
zjistuji pesticidy a jejich metabolity v podzemnich vodach (Moulisova a kol., 2018).
Pesticidy vstupuji do vodnich tUtvari pomoci difuze vcetné podpovrchového a
povrchového odtoku, kde mnozstvi ptepravované do povrchovych vod zavisi na mnoha
faktorech, jako jsou pudni vlastnosti, topografie, klima (teplota, srazky, vlhkost a vitr),

plodiny a vlastnosti pesticidi (Le a kol., 2017).
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Pesticidy (2015-2017)

» 60% objektl - nalezen alespon jeden pesticid
» 40% objektd - nad limit pro jednotlivy pesticid
» 30% objektd = nad limit pro sumu pesticidd

Obr. ¢. 1: Pocet pesticidii detekovanych V tocich CR v letech 2015 az 2017
(CHMU, 2019).

Bylo prokazano, ze latky jakoz jsou pesticidy, jsou velmi zavaznymi kontaminanty
vodniho prostiedi a nesou s sebou riziko pro vsechny vodni organismy (Svobodova a kol.,
2007). Castou pii¢inou akutnich otrav zaznamenanych v 60. az 80. letech minulého stoleti
byly pesticidy a tvotily 3 az 6 % uthynu. V soucasné dobé jsou takovéto otravy
pozorovany jen ojedinéle (Velisek a kol., 2018a). V rybaistvi a ve vodnim hospodaistvi

byly a jsou pouzivany nékteré pesticidy uréené k (Velisek a kol., 2018a):

+ likvidaci vodnich rostlin — Roundup Biaktiv, Reglone, Gramoxon (zakézan v roce

2007),

* redukci nadmérného rozvoje dafniového zooplanktonu — Soldep (zakazan v roce 2000),

Diazinon 60EC (zakazan v roce 2011),

* 1écbe parazitarnich onemocnéni — nabazi pyretroidid (deltamethrin, cypermethrin),

Soldep, Kuprikol,

« likvidaci obalec¢e dubového (Tortrix viridana) na semennych porostech dubti na hrazich

rybnikt — pesticidy na bazi pyretroidu.
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2.1.1. Herbicidy

Herbicidy jsou nejvice vyuzivanymi pesticidy z celkového mnozstvi vyuzivanych
pesticidt. Tvoti 45 az 50 % produkce vSech pesticidi. Jsou to latky slouzici ke kontrole
¢i eliminaci nezadoucich rostlin. Herbicidy jsou vyuzivany také jako prevence
zapleveleni porosti kulturnich rostlin. Jednd se o latky organického ¢i anorganického

puvodu (Neuman a kol., 1989).

Herbicidy jsou produkovany za ucelem hubeni rostlin. Ackoliv se rostlinné buiiky lisi
od zivocisSnych bungk, je obtizné produkovat herbicidy, které nejsou toxické pro zvitata
(Saunders a Harper, 1994). Herbicidy se aplikuji na 92 az 97 % vyméry osazené kukufici,
bavinou, nebo sojou (Sternsen, 2004). Hlavnim diivodem zna¢ného uspéchu modernich

herbicidu je jejich selektivni fytotoxicky u¢inek (Cobb a Reade, 2010).

Prvni vyznamny organicky herbicid Sinox byl vyvinut ve Francii v roce 1896. Koncem
40. let 20. stoleti byly vyvinuty nové herbicidy. Z vyzkumu béhem 2. svétové valky
zaCalo obdobi takzvané éry zabijaku pleveli (Nema to byt v uvozovkach?). Pied
zavedenim selektivniho herbicidu 2,4-D (2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina) ve 40. letech
minulého stoleti bylo potlacovani plevell v zeméd¢€lskych plodindch dosahovano
piedev§im mechanicky. Od té¢ doby se zvySuje pocet ucCinnych herbicidnich latek
(Soloneski a Larramendy, 2011). Béhem 20. let pak bylo syntetizovano, vyvinuto a
uvedeno do praxe vice nez 100 novych chemickych latek. Zejména rok 1945 byl kli¢em
k rozvoji selektivni regulace chemickych pleveli. Dale byly zavedeny 2,4,5-T (kyselina
2,4,5-trichlorfenoxyoctova) a IPC (isopropyl-N-fenylkarbamat) (Britannica, 2019).
Nékteré z téchto diivéjSich herbicidh, véetné 2,4,5-T, byly pozdéji povazovany za
nebezpecné pro lidi a Zivotni prostfedi a v mnoha zemich byly zakézany. V roce 1962
Rachel Carson popsala ve své publikaci ,,Silent sprint* negativni vliv DDT na ekosystém
a organizmy v ném zijici. Tato publikace ma spojitost se zakazem pouzivani nékterych
pesticidnich piipravki (Carson, 1962). Mimo jiné doslo na zaklad¢ téchto informaci ke
sledovani rezidui pesticidl, ke zkoumani vlivu na Zivé organismy a také k rozvoji
analytickych metod pro sledovani pesticidl a jejich metaboliti v ekosystému (Velisek,
kol., 2018a). Uginné herbicidy se nadale vyvijeji a n&které, jako napiiklad glyfosat (N-
(phosphonomethyl)glycine), jsou Siroce pouzivany po celém svété. Chemickou latku

glyfosat oznaCuje Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny za pravdépodobné
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karcinogenni a rakousti poslanci Vv bfeznu 2019 schvalili zdkaz pouzivani glyfosatu

(Britannica, 2019).

Herbicidy lze rozdélit dle jejich mechanizmu G¢inku, a to zejména z hlediska inhibice
nékterého dilezitého biochemického procesu v rostling. Hlavni inhibované procesy jsou
napiiklad inhibice fotosyntézy, inhibice syntézy aminokyselin ¢i bunécného déleni

(Ecobichon, 1991).

Dle doby aplikace lze herbicidy rozdélit na piedsetové herbicidy aplikované pied
samotnou vysadbou rostlin, preemergentni herbicidy, kdy je aplikace zavedena po vyseti
rostliny do doby pied jejim vzejitim, a dale pak na postemergentni herbicidy aplikované
az po vzejiti rostliny (Mikulka a kol., 2005).

Mezi mnohé dalsi déleni herbicida patii déleni podle zptisobu aplikace, a to at’ uz

aplikace na samotnou rostlinu nebo aplikace na pudu (Zapletal a Nepejchalova, 2001).

Dle selektivity se herbicidy déli na selektivni a totalni. Totalni herbicidy maji vliv na

vSechny oSetiené rostliny. Naproti tomu herbicidy selektivni ptisobi zejména na cilové

rostliny (Mikulka a kol., 2005).

Do skupiny herbicidl se také zatazuji prostfedky, které maji defoliani a desikacni

ucinky, které se pouzivaji k systematickému ukonéeni vegetace (Zapletal a kol., 2001).

Nejcastéji se herbicidy dostavaji do vodniho prostfedi nepfimou cestou, a to zejména
splachy z poli pii prudkych srazkach. Herbicidni latky se ¢asto dostavaji do povrchovych
vod, a dokonce se mohou dostat do podzemnich vod a kontaminovat je. Riziko téchto
latek kontaminujici vodni prostfedi spocivd v nebezpec¢i kumulace v ekosystému a
nasledna degradace, pii které mohou vznikat latky rizikovéj§i nez s puvodnim
charakterem (Svobodova a kol., 1992). V povrchovych vodach CR jsou nejéastéji
nalézana rezidua pesticidii na bazi triazinu (atrazin a jeho metabolity, hexazinon, simazin,
terbutylazin, terbutryn), chloracetanilidi (metolachlor, alachlor), derivati kyseliny
fenoxyoctové, organofosfatii (diazinon), karbamatli (karbofuran) a derivati mocoviny

(diuron, chlorotoluron, linuron) (Sehonova a kol., 2012).
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Metabolismus herbicidu

Metabolismus herbicidu byl v poslednich desetiletich dobfe zdokumentovan, a bylo

dosazeno velkého pokroku v naSem chapani zapojenych enzymovych systémi, a kde

konkrétné v rostlinné bunice pusobi (Stersen, 2004).

Metabolismus herbicidit ma ¢étyti faze (Stersen, 2004):

Bioaktivace — proces, pii kterém se ,,pro-herbicidy®, ¢asto herbicidné neaktivni
molekuly, enzymaticky pfeménuji na fytotoxické slouceniny v rostlinné buiice.
Mnohé herbicidy jsou tedy formulovany jako neaktivni hydrofobni estery, které
Jjim umoznuji proniknout do voskovité listové kuzicky. Esterova hydrolyza pak
odhali biologicky aktivni kyselinu nebo alkoholové skupiny.

Metabolicky utok — faze metabolismu, ktera ma za cil zavést nebo odhalit
chemicky aktivni skupiny, jako je — OH nebo — COOH, které mohou byt
podrobeny dalsim reakcim. Nejbéznéjsim zptuisobem, jakym herbicidy napadaji
rostliny, je hydroxylace aromatickych kruhti nebo alkylovych skupin skupinou
enzymu znamych jako oxidazy cytochromu P450.

Konjugace — v této fazi metabolismu herbicidli se molekula stava konjugovanou
s metabolity ptirodnich bunck, jako jsou aminokyseliny, cukry, organické
kyseliny nebo tripeptid glutathion (y glutamyl — cysteinyl — glycin). To ma za
nasledek jak dal$i sniZeni fytotoxicity, tak zvySeni rozpustnosti herbicidu nebo
jeho metabolitu, ktery muze také slouzit k cileni konjugatu na vakuolu.
Sekvestrace — sekvestrace herbicidniho metabolitu probihda podobné jako
produkty sekundarniho metabolismu rostlin pro skladovani. Misto pro skladovani

je nebo neni vakuola ve spojeni s bunéénou sténou.

Mechanismus ucinku herbicida

Rozhodujici vyznam pro uG¢inek herbicidii na jednotlivé plevele ma mechanismus

pusobeni (biologicka aktivita herbicidu). Zcela elementarné 1ze rozd¢lit herbicidy podle

biologickych u¢inkl na regulatory rostlinnych hormoni, inhibitory bunééného déleni,

inhibitory fotosyntézy, naruSovani bunéénych membran a inhibitory hlavnich bunéénych

mechanismi (Radosevich a kol., 1997). Podle evropské klasifikace HRAC (z angl.

Herbicide Resistance Action Committee), se ¢leni mechanismy ucinku do 15 hlavnich
skupin A-P (Z), které se dé€li na podskupiny (C1, C2, C3; F1, F2, F3; K1, K2, K3) podle
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mista a mechanismu ucinku, podobnosti symptomu a ptislusnosti k chemické skupin€.
Ve tfide¢ ,,Z*“ jsou uvedeny neobjasnéné a piesné nezafazené zpusoby ucinku herbicida.
V systému HRAC nejsou zatazeny tfidy s nazvy ,,J a ,,Q“ aby se zabranilo mozné

zamén¢ se tiidami ,,I*“ a,,0* (Mikula a kol., 2005).

2.1.2. Metazachlor

Metazachlor je selektivni herbicid uréeny k hubeni jednodéloznych i dvoudéloznych
plevelt v fepce olejce a Vv jinych brukvovitych rostlinach, vyuziva se zejména jako
preemergentni herbicid (Agromanual, 2019). Systematicky nazev metazachloru je 2-
chloro-N-(2,6dimethylphenyl)-N-(1 H-pyrazol-1-ylmethyl) acetamide (Obr. ¢. 2)
(CHMU, 2019). Metazachlor patii do skupiny chlor acetanilidovych a pyrazolovych
sloucenin, které se pouzivaji jako herbicidy. Plsobi jako inhibitor v biosyntéze lipida a
ma vliv na bunétné déleni a diferenciaci tkani rostlin. Metazachlor je pfijiman hlavné
kofeny, hypokotyly a kotyledony kli¢icich a vznikajicich plevela (EFSA, 2014). Pt
ucinku metazachloru na biosyntézu lipidd naruSuje syntézu mastnych kyselin s velmi
dlouhym fetézcem (VLCFA — zangl. Very-long Chain Fatty Acid) v rostlinach
ireverzibilni inhibici VLCFA elongazy (Eckermann, a kol., 2003; Tomlin, 2004).
Zaclenéni mastnych kyselin do bunééné membrany je membrana inhibovana a ztraci svou
tuhost a propustnost. To vede ke zhorSenému déleni bunék a v dusledku toho je inhibovan
rust autotrofnich organismii. Tento uCinek byl zjistén u vysSich rostlin a nékterych fas

(Boger, 2003).

&
CZ1—CH,—C

N, Iy
MN—0CH,—M
H,C CH,

Obr. & 2: Strukturni vzorec latky metazachlor (upraveno z CHMU, 2019).
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Vlastnosti latky metazachloru (FAO, 1999):

e Molekulova hmotnost: 277,753 g.mol™,

Rozpustnost (voda): minimim 430, maximum 450 mg.|™.

Polocas rozpadu (ptida): min. 3, max. 21 dny.
Rozdé€lovaci koeficient oktanol — vod (KOW): min. 2,13, max. 2,49.

Pudni adsorpéni koeficient (KOC): min. 54, max. 54.

Utinn4 latka metazachlor je obsaZena v nasledujicich piipravcich (Agromanual, 2019)

a jejich registrace dle registru pfipravkd na ochranu rostlin (EAGRI, 2019):

e Autor (500 g.kg™), registrace do 31. 7. 2020,

e Butisan S 50 SC (500 g.kg™), registrace skong¢ila 31. 5. 2015,

e Butisan Star (333 g.kg™), registrace do 31. 7. 2020,

e Butisan 400 SC (400 g.kg™), registrace do 31. 7. 2022,

e Fuego (500 g.kg™?), registrace ukonéena 31. 5. 2015,

e Sultan 50 SC (500 g.kg™), registrace do 31. 7. 2020.

Tyto herbicidy, které obsahuji metazachlor, se pouzivaji zejména k ochran¢ kulturnich

plodin, jako je fepka olejka a jiné brukvovité rostliny (Agromanual, 2019).

MnozZstvi metazachloru aplikovaného v CR zarok 2016 dosihlo 164 607,79 kg.
Témér vétSina byla pouzita na oSetieni olejnin, ze kterych se nejvice jedna o fepku olejku.
Nejveétsi nartst ve spotiebé této latky byl v roce 2008, kdy byla zaznamenana i nejvyssi
spotfeba na nasem tizemi, a ta &inila 186 705,29 kg (CHMU, 2019). Pro porovnani v roce
2003 byla spotieba metazachloru ve Spojeném kralovstvi 177 550 kg (Mohr a kol., 2008).

Osud metazachlorového herbicidu v Zivotnim prostfedi byl zkouman v polnich
podminkach na péstovanych a nekultivovanych pozemcich fepky po dobu 225 dnd.
Herbicid byl detekovatelny v pudé az 170 dni po aplikaci, zatimco rychlost rozptylu byla
nejlépe popsana kinetikou 1. fadu a jeji polo€as rozpadu byl v rozmezi 10,92 az 12,68 dni
(Mantzos a kol., 2016). Metabolity metazachloru jsou metazachlor OA (Ci4 His N3 Os) a
metazachlor ESA (C14 Hi7 N3 04 S) (CHMU, 2019).

Ceskym hydrometeorologicky ustav (CHMU) kazdoroéné monitoruje vyskyt
metazachloru v povrchovych vodach CR (Obr. &. 3). Nejvyssi koncentrace nalezena
v tocich CR byla 22 pg.I* v roce 2012 (CHMU, 2019).
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Obr. ¢. 3: Vyskyt metazachloru a jeho metabolitu metazachloru OA v povrchovych
voddch CR v roce 2017 (CHMU, 2019).

Metazachlor je klasifikovan jako H400 a H410 oznacujici akutni a chronické
nebezpedi pro vodni prostiedi. Rasy a vyssi vodni rostliny, které maji vysoké a konstantni
mnozstvi VLCFA, jsou nejvice nachylnymi organismy k poskozeni. Napiiklad Mohr a
kol. (2007) prokazali, ze jednorazova expozice nékolika vodnich makrofytd vaci
metazachloru v koncentracich vyssich nez 5 ug.I'* méla dlouhodobé uginky na vodni

biotu. V této studii se ani po 140170 dnech makrofyty neobnovily.

Toxicita metazachloru pro nékteré organismy (FAO, 1999; CHMU, 2019):
o LD50 (letalni davka) — krysa obecna (Ratus ratus): 2075 mg.I™2.

o 4hLC50 (letalni koncentrace) inhalaéné — krysa obecna: > 34,5 mg.I™.

o 96hLC50 — pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss): 8,5 mg.I™.

o 96hLC50 — kapr obecny (Cyprinus carpio): 15 mg.I™.

o 48hEC50 (efektivni koncentrace) — hrotnatka velka (Daphnia magna): 33 mg.I™.
. 96hEC50 — chlorella: 1,63 mg.I™.

V ramci né€kterych studii byl u metazachloru prokazan negativni vliv na nékteré vodni
organizmy. Byla provedena dlouhodoba studie s cilem prozkoumat vlivy metazachloru
na potoky a spole€enstvi rybnikii. Do tokl byly davkovany koncentrace metazachloru
v koncentracich 5, 20, 80, 200 a 500 pg.I"* a vodni spolegenstvi bylo monitorovano po
dobu 140 dnti. Bylo zjisténo, ze metazachlor vyznamné ovliviioval potoky a komunity
rybnikdl v koncentracich vyssich nez 5 pg.I™t. Negativni uéinky byly nejvyrazngjsi u

zelenych tas (Chlorophyta), zatimco rozsivky (Diatomeae) a skryténky (Cryptophyta) se
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zdaly byt necitlivé. U¢inky na zooplankton byly zpiisobeny zménami ve struktufe
stanovist’ v diisledku silného poklesu makrofyti. Pomald degradace metazachloru v
kombinaci s nepfitomnosti regenerace jak tas, tak i makrofyt, pravdépodobné zpiisobuje
dlouhodobé ucinky vici vodnim organismtim a ekosystému (Mohr a kol., 2007). Podobny
vysledek uvadi i Udo a kol. (2003), ktefi popisuji, ze vyskyt chloracetanilidii ve vodnich
systémech selektivné ovliviiuji sukcesi fytoplanktonu a inhibuji citlivé druhy. Na zakladé
studie bylo poukazano, Ze zelené ftasy byly selektivné ovlivnény v prostiedi s
metazachlorem, zatimco rozsivky, skryténky a jiné fasy se zdaly byt necitlivé k
metazachloru, coz vedlo k posunu abundance téchto druhu.

Jur¢ikova a kol. (2007) popisuji ve své studii vliv herbicidu Butisan 400 SC (aktivni
latka 36,5 % metazachloru) na proces vitellogeneze u juvenilnich danii pruhovanych
(Danio rerio). Expozice ryb piipravkem Butisan 400 SC o koncentraci 5 mg.I" vedla k
signifikantni indukci procesu vitellogeneze u exponovanych ryb.

Studie na zvifatech ukazaly, Ze metazachlor miZe zplsobit poskozeni jater, ledvin a
krevniho obrazu pii opakovaném perordlnim podani. V dlouhodobych studiich nebyla
zjisténa karcinogenita. Studie na zvitatech neprokazaly jakékoli znamky teratogenity a
ovlivnéni reprodukce. Metazachlor nevykazoval Zadné¢ mutagenni vlastnosti v rtiznych
testovacich systémech (in vitro a in vivo). Ekotoxikologické ucinky metazachloru byly
zkoumany s pouzitim rtiznych druht z hlavnich ekologickych skupin. Vysledky ukazaly,

ze metazachlor neni nebezpe¢ny pro ptidni mikrofloru, zizaly, ptaky a véely (FAO, 1999).

2.1.3. Metabolit metazachlor OA

Hlavnimi degrada¢nimi produkty metazachloru ve vodnim prostiedi jsou metazachlor
ESA [N-(2,6-dimethylphenyl)-N-(1H-pyrazol-1-ylmethyl)
aminocarbonylmethylsulfonic acid] a metazachlor OA [[N-(2,6-dimethylphenyl) -N-(1H-
pyrazol-1-ylmethyl) oxalamide]. Metazachlor ma poloc¢as rozpadu v pudach 5 az 30 dni,
a degraduje na kyselinu oxanilovou (OA), kyselinu ethansulfonovou (ESA) a derivaty
(Lewis a kol., 2016; Hvézdova a kol., 2018).

Metazachlor OA ma systematicky nazev: N-(2,6dimethylphenyl)-N-(1H-pyrazol-1-
ylmethyl) oxalamide a chemicky vzorec: C14 His N3 O3 (Obr. €. 4).
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Obr. ¢ 4: Strukturni vzorec metabolitu metazachloru OA (upraveno z CHMU, 2019).

Toxicita metabolitu metazachloru OA (CHMU, 2019):

LD50 — krysa obecna: 2200 mg.I™2.

Vlastnosti metazachloru OA (CHMU, 2019):

Molekulova hmotnost: 273,29 g.mol™.
Poloc¢as rozpadu (ptada): minimum 96,3, maximum 96,3 dny.
KOC: min. 18,9, max. 18,9.

Ceskym hydrometeorologicky ustav kazdoroén& monitoruje vyskyt metazachloru OA
v povrchovych vodach CR (Obr. &. 3). Nejvyssi koncentrace metazachloru OA nalezena
v tocich CR byla 3,2 pg.I* (CHMU, 2019). Ulrich a kol. (2018) nalezli nejvyssi
koncentraci metazachloru OA v povrchovych vodach 1,8 pg.l?. V ramci 1. etapy
narodniho monitorovani pesticidi a jejich metabolitd v pitné vodé v CR v roce 2017 bylo
odebrano celkem 362 vzorku pitné vody (177 vzorkt na jate a 185 vzorkd na podzim).
Metabolit metazachlor OA v 68 vzorcich (Obr. &. 5) prekrocil hodnotu 0,1 pg.l?
(Moulisova a kol., 2018).
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Obr. ¢. 5: Vyskyt nekolika metaboliti (acetochlor ESA, alachlor ESA, metazachlor

ESA, metazachlor OA, metolachlor ESA a metolachlor OA) v pitné vodé v CR v roce
2017 (Moulisova a kol., 2018).

2.2. Raci

Raci patii mezi korySe fadu Decapoda a infratadu Astacida (n¢kdy téz Astacoida).
Infrafad je tvofen nadceledi Enoplometopoidea, Nephropoidea, Astacoidea a
Parastacoidea. Prvni dvé nadéeledi zahrnuji moiské humry, zbyvajici dvé nadceledi
zahrnuji sladkovodni raky. V soucasnosti zname pies 600 druht rakl (Kozék a kol.,

2013).

2.2.1. Testy toxicity na racich

Raci, jakozto zastupci velkych korysi, jsou charakterizovani jako vyznamni obyvatelé
tekoucich i stojatych vod. Ve spravné fungujicim ekosystému hraji klicovou roli, jsou
dilezitou komoditou akvakultury a jsou také povaZovani za vyznamné indikatory

znecisténi vodniho prostiedi (Momot, 1995).

Raci tvoii vyznamnou sloZkou ekosystému (Bufi¢ a kol., 2013). Raci patii k nejvétsim

bezobratlym zivo¢ichlim tekoucich i stojatych sladkych vod. Jako vSezravi Zivocichové
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se Sirokym spektrem pfijimané potravy jsou ve vodnim prostiedi nezastupitelni. Jejich
absence v soucasné sladkovodni fauné¢ ¢i oslabeni jejich populaci se bezesporu odrazi
i vV posunech kvality vodniho prostiedi a struktury biologickych spolecenstev (Kozak a

kol., 2013).

Testy toxicity na racich vychazi ze stejnych principa jako testy s ostatnimi organismy
zijicimi ve vodnim prostiedi. K testim je nejcastéji vyuzivan rak signalni (Pacifastacus
leniusculus) arak cerveny (Procambarus clarkii) (Kouba akol., 2012; Bufi¢ a kol.,
2013). Rak mramorovany (Procambarus virginalis) ma diky svému rychlému ristu,
dospivani, vysoké plodnosti, kratké dobé inkubace a produkci geneticky uniformniho
potomstva znafny potencidl stat se modelovym organismem v cytologickych,
vyvojovych, neurobiologickych, epigenetickych, toxikologickych a dalSich studiich
(Vogt, 2008, 2010, 2011).

V zemich EU je stale vice dbano na vyuzivani konceptu tzv. 3R (z angl. Replace,
Reduce, Refine). Samotny koncept existuje vice jak 60 let, aviak vCR k jeho
vyznamnéjSimu pouzivani, rozvoji alternativnich metod, nértstu a jeho vyuzivani doslo
Vv poslednich letech. Cilem této koncepce je omezit vyuziti pokusnych zvitrat, hlavné
obratlovct, v souladu s jejich ochranou a zaroven zvysit pouzivani novych, alternativnich
metod testovani s pfednostnim vyuzitim nizSich organismii (naptf. bezobratlych a
mikroorganismi) k testim toxicity. Proto by raci v budoucnu mohli hrat velice
vyznamnou roli pfi testovani vlivu pesticidll a jejich metaboliti na vodni organismy a
mohli by byt vyuzivani jako vhodny bioindikator zneciSténi vodniho prostiedi

xenobiotiky, respektive pesticidy (Velisek a kol., 2018b).

2.2.2 Rak mramorovany (Procambarus virginalis)

Rak mramorovany (Obr. ¢. 6) je sladkovodnim rakem. De Grave a kol. (2009) jej
zatazuje do ftadu Decapoda, infrafadu Astacida, nadceledi Astacoidea, celedi

Cambaridae, pod¢eledi Cambarinae, rodu Procambarus, druh Procambarus virginalis.

Rak mramorovany je zndm piedevsim diky svému zptsobu reprodukce. RozmnoZuje
se totiz prostiednictvim partenogeneze s tim, Ze samci u néj nejsou znami. Potomstvo
jednotlivych samic je tudiz geneticky identické (Scholz a kol., 2003; Vogt a kol., 2004a,b;
Martin a kol., 2007).
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Rak mramorovany patii mezi mensi raky. Muze dorustat velikosti az 13 cm, obvykle
je to vSak méné nez 10 cm. Zbarveni tohoto druhu je typické mramorovanim
na hnédavém, tmavé hnédém nebo zeleném podkladé, které je patrné predev§im
na bocich hlavohrudi. Hlavohrud’ je hladka s n¢kolika trny za tylni brazdou a jednim
parem post orbitalnich list. Rostrum je vyrazné a jeho hladké okraje se sbihaji a tvoii maly
trojthelnikovy vrcholek. Stiedni ryha rostra chybi. Klepeta jsou velmi mala a na svém
povrchu jen slabé zrnitd. Pouze vyjimecné jsou delsi nez 50 % délky hlavohrudi
a na spodni i svrchni strané neni patrné mramorovani. Ob¢ zapésti klepet maji na vnitini
stran¢ siln¢ vyvinuty trn (Holdich a kol., 2006). Jedna se o zna¢né kratkoveéky druh.
V laboratornich podminkach se v priméru doziva dvou let. K uhynu obvykle dochazi
Vv priabéhu neuspésného svlékani (Pockl a kol., 2006; Vogt, 2010). Mimo jiné je rak
mramorovany potencialnim pienaseCem raciho moru. Pivodcem onemocnéni raciho
moru je parazit Aphanomyces astaci (Soderhéll a Ceresius, 1999). Pro nase ptivodni druhy

rakd je radi mor vysoce infekéni onemocnéni ptisobici velké thyny (Stambergova a kol.,
2009).

Obr. ¢. 6: Rak mramorovany (Procambarus virginalis).
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Rozsiieni a popis biotopu

Rak mramorovany je druhem puvodnim v americkych statech Florida a Georgia
(Taylor akol., 2007; Dorn a Volin, 2009). V jeho domovin¢ neni doposud znama
partenogeneticky se rozmnozujici forma. Tato forma byla poprvé popsana az v Evropg,
kde byla od poloviny 90. let minulého stoleti dostupna v némeckych a rakouskych
akvaristickych obchodech (Lukhaup, 2001) a mezi chovateli se od t¢ doby rychle
rozsifila. Neuvazené introdukce nezodpovédnych chovateli pak vedly ke vzniku
zivotaschopnych populaci tohoto raka 1ve volnych vodach Evropy. V ramci svého
ptvodniho aredlu obyva rak mramorovany nevysychajici lokality se stojatou 1 tekouci
vodou a je znam budovanim jednoduchych nor (Hobbs, 1989; Hendrix a Loftus, 2000;
Dorn a Trexler, 2007).

Za optimalni teplotu pro chov je povazovano 18-25 °C, po dobu nékolika tydnt vSak
dokaze tolerovat i teploty pod 8 anad 30 °C. V tom ptipad¢ vSak zastavuje sviyj rust
i reprodukci. V Evropé je jeho vyskyt znam iz lokalit, které zamrzaji. Na zakladé
dosavadniho poznéani je patrné, Zze se jedna o znacné tolerantni a adaptabilni druh

(Holdich a kol., 2006; Kaldre a kol., 2012).

Samice se rozmnozuji pouze apomiktickou partenogenezi (Martin a kol., 2007). Samci
nebyli pozorovani ani pii snaze o zvrat pohlavi, kdy byla vyvijejici se vajicka i racata
exponovana sam¢imu pohlavnimu hormonu 17-methyl testosteronu (Vogt, 2007). Samice
Vv zavislosti na teploté pohlavné dospivaji pomérné zéhy, jiz ve v€ku pouhych 25 az
35 tydnii (pfi teploté 25, resp. 20 °C), kdy dosahuji celkové délky téla okolo 40 mm. Pii
vhodnych chovatelskych podminkéch se opakované rozmnozuji v pribéhu celého roku
s intervalem pouhych 8 az 9 tydnd. Plodnost samic roste s jejich velikosti. U malych
samic chovanych V laboratornich podminkach se plodnost pohybuje mezi 50 a 150
vajicky, u vétsich samic to mize byt az 400 vajicek (Holdich a kol., 2006; Vogt, 2010).
Vajicka tohoto druhu jsou pomérné maléd a dosahuji velikosti v rozmezi 1,5-1,9 mm.
Doba inkubace je velice kratka a pii vyssich teplotach mize byt pouhé 2 az 3 tydny (Seitz
a kol., 2005; Holdich akol., 2006). Po prodélani dvou svlékani, kdy jsou racata
pfichycena na samicich pleopodech, dochazi k zapoceti piijmu potravy a pozvolnému
osamostatnéni racat (Vogt a Tolley, 2004a; Vogt, 2008). Raka mramorovaného lze velice

snadno chovat, coz svéd¢i o jeho nenarocnosti na zivotni podminky (Jimenez a Faulkes,

2010).
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3. MATERIAL A METODIKA

Vliv metazachloru a jeho metabolitu metazachloru OA na rana vyvojova stadia raka
mramorované¢ho byl hodnocen za pomoci embryolarvalniho testu toxicity. Experiment
probihal v akvarijni mistnosti Laboratofe vodni toxikologie a ichtyopatologie (LVTI),
Vyzkumného ustavu rybaiského a hydrobiologického ve Vodianech (VURH), Fakulty
rybafstvi a ochrany vod (FROV JU).

3.1. Embryolarvalni test toxicity

Testy toxicity na organismech vodniho prostfedi maji nezastupitelnou ulohu pfi
hodnoceni rizik chemickych latek a ptipravkll vcetné pesticidii pro vodni ekosystém.
Snahou vodni toxikologie je hodnotit potenciondlni nebezpeci pro vodni ekosystém jako
celku. Prakticky to znamena pét urovni studovaného ekosystému, a to bakterie, fasy,
bezobratli, ryby a obojzivelnici. K hodnoceni ekotoxikologického rizika latek véetné
pesticidi jsou vyzadovany vysledky testi toxicity na ftasach, dafniich a rybach

(Svobodova et al., 2010).

3.1.2. Princip a podminky testu

Princip embryolarvalnich testi na racich vychazi z principii testii na jinych vodnich
organismech, jako jsou napiiklad ryby. VSeobecnym principem testl je vystaveni
testovanych organizmi V definovanych podminkach po stanoveny c¢as raznym
koncentracim testované latky vcetné kontroly, kde jsou organismy umistény do vody bez
testované latky. Po ukonceni testu se odecte pocet organizml vykazujicich odpovéd
na testovanou latku, kterd se porovna s kontrolni skupinou. Zaznamenava se jak ptisobeni

neptiznivé (toxicita), tak piipadné piiznivé ucinky (Svobodova a kol., 2010).

V ramci tohoto embryolarvélniho testu na racich byl testovan vliv dvou latek a dvou
koncentraci od kazdé z nich véetné jedné kontroly. V pribéhu samotného testu je ditlezité
udrZovat jednotlivé koncentrace testované latky, nastrojem k tomu je pravidelna vyména
lazn€. Dale je nutné udrzovat chemické parametry vody, jako je teplota, obsah kysliku ¢i
pH. Pfi tomto testu se vyuzila metoda semistatického systému po dobu 40 dni, kde raci
byli umisténi v makrodeskach (Obr. ¢. 7). Béhem testu byli testovani jedinci krmeni ad

libitum (dle libosti) Cerstvé vylihnutymi naupliemi zabronozky solné (Artemia salina).
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Béhem testu byly sledovany letalni Géinky, rust jedinct a mimo jiné i vyskyt malformaci.
Na konci testu bylo sledovano chovani rakt (rychlost chiize, usla vzdalenost a aktivita).
Nasledné byli raci zvazeni, a byl proveden odbér vzorkl pro laboratorni stanoveni

oxidativniho stresu a antioxidativnich enzymd.

4o AT

Obr. ¢. 1. Umisteni nasazenych rakii v makrodeskach.

3.1.3. Experimentalni material

Plivodni druhy rakd vyskytujicich se na tizemi Ceské republiky jsou fazeny mezi
ohrozené druhy a jejich ochrana je v zajmu vnitrostatnich a evropskych piedpist. Proto
by bylo jejich pouZiti pro tcely testi toxicity nejenom neetické, ale i nezakonné. Nejen z
téchto divodu jsou vyuzivani zejména invazni druhy rakd, vtomto piipadé rak
mramorovany, ktery je velice vhodnym druhem pro toxikologické studie (Kozak a kol.,
2011).

V této studii byla pouzita racata ve tfetim stadiu embryonalniho vyvoje od jedné
samice a jejich praimérna hmotnost ¢inila 5,31 + 0,22 mg. Do doby dosaZeni tietiho
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vyvojového stadia, tzv. do doby pfechodu na exogenni vyzivu, byli juvenilni jedinci
inkubovani spolu s matkou samice raka mramorovaného (Obr. ¢. 8). Samice z chovu
FROV JU mé¢la délku karapaxu 24,50 mm, délku postorbitalu 28,36 mm a hmotnost 6,4
g.

Obr. ¢. 8: Samice raka mramorovaného (Procambarus virginalis) pouzita k testu.

Pro test byly pouzity dvé latky, a to metazachlor o ¢istoté 99,7 % zakoupen od firmy
Sigma-Aldrich Corporation (USA) a metazachlor OA o ¢istoté 98,7 % zakoupen od firmy
Neochema GmbH (Némecko). Aby byla zajisténa shoda mezi nominalni a skute¢nou
koncentraci metazachloru a metazachloru OA ve vzorcich vody, byla provedena analyza
pomoci tandemové hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) podle Ramos a kol. (2017).
Ve vzorcich vody byl limit kvantifikace (z angl. Limit of Quantification — LOQ)
metazachloru a metazachloru OA v rozmezi 0,01 pg.I"t. Naméfené hodnoty se od
nominalnich koncentraci nelisily o vice nez + 9,11 %. Analytické stanoveni testovanych

latek nebylo soucasti prace a bylo provedeno formou sluzby.
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3.2. Vlastni test

Do plastovych makrodesticek o objemu 20 ml bylo individualné vlozeno 200 racat ve
I11. fazi vyvoje. Pro test byly pouzity dvé koncentrace metazachloru, dvé koncentrace
metazachloru OA a kontrola. Do kazdé skupiny bylo nasazeno individualné 40 jedinci.

Testované koncentrace byly nasledujici:
MI — metazachlor v koncentraci 3,2 pg.I?;

M2 — metazachlor v koncentraci 22 pg.l? (maximalni skute¢na koncentrace Vv
eské fece (CHMU, 2019));

MOA1 — metazachlor OA v koncentraci 3,2 pg.l? (maximalni skute¢ni
koncentrace v éeské fece (CHMU, 2019));

MOA2 — metazachlor OA v koncentraci 22 pg.I?;

C — kontrola (fedici voda bez ptidanych chemikalii).

Makrodesticky byly umistény do laboratoie se svételnym rezimem svétlo: tma 12:12.
Test byl semistaticky s vyménou lazné tfikrat tydné (Po, St, Pa) (Obr. 9). Parametry
kvality vody byly nasledujici: teplota 21,51 £+ 0,71 ° C, nasyceni rozpusténym
kyslikem > 89,75 %, pH 7,74-8,01. Teplota vody byla méfena kazdou hodinu pomoci

Minikin loggerti (Environmental Measuring Systems, Brno, Ceska republika).

Béhem testu byli raci denné kontrolovani za ucelem sledovani jejich mortality,
ontogenického vyvoje, morfologickych anomalii a télesné hmotnosti jednotlivych stadii.

Stanoveni vyvojovych stadii bylo uréeno podle VVogt a kol. (2004a).

Na konci testu (po 40 dnech expozice) byla provedena analyza chovani rakd.
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Obr. ¢.9: Pravidelna vyména ldzneé.

3.3. Chovani

Na konci testu byla u vSech piezivsich rakti provedena analyza chovani (Obr. 10). Raci
se umistili do bilych plastovych misek (prumér 95 mm; vyska 30 mm) piedem napInénych
50 ml roztoku specifického pro danou experimentalni skupinu (M1, M2, MOA1 a MOA2)
a pro kontrolni skupinu jen fedici voda. Chovani bylo zaznamenivano pomoci
videokamery Sony HDR-CX240E (Sony, Japonsko) po dobu jedné hodiny a nasledné
analyzovano softwarem EthoVision® XT 13 (Noldus Information Technology,
Wageningen, Nizozemsko). Na zéklad¢ ziskanych udaju byla vyhodnocena aktivita v
procentech (procento ¢asu straveného pohybem), usla vzdalenost (cm) a rychlost chiize

(cm.s™) pro jednotlivé experimentalni skupiny a kontrolu.
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Obr. ¢.10: Analyza chovani rakii po skonceni testu.
3.4. Riist

V prubéhu testu, Zdy druhy den po svleceni (dosazeni dal$iho vyvojového stupné), byli
raci vazeni na analytickych vahach znacky Mettler-Toledo (Greifensee, Svycarsko).
Samotné vazeni probihalo nasledovné: po odstranéni pfebytecné vody na filtracnim
papiru, byla celkova hmotnost téla zvaZzena pomoci analytické vahy s presnosti 0,1 mg
(Obr. 11).

Obr. ¢.11: Vazeni rakii na analytickych vahach.
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Na konci testu doslo k vyhodnoceni rustovych parametrt rakii. Pro vyhodnoceni byla

vyuzita specificka rychlost ristu (SGR) a inhibice rastu (I).

Specificka rychlost rustu je podil rozdilu priméru ptfirozenych logaritmii hmotnosti
rakll pii prvnim vazeni (5. den) a na konci testu (40. den testu). Vypocet byl proveden

podle vzorce (OECD, 2000):

Inwy; —Inwy _

SGR = 100

t, =t

kde: SGR = pramé&rna specificka rychlost ristu ve skupiné; wl, w2 = hmotnosti jednoho
raka v Case tl a t2, jednotlivé (g); t1 = ¢as (dny) — zacatek expozice (5 den); t2 = ¢as —
konec expozice (40 den)

Inhibice rtstu je podil mezi rozdilem pramérné specifické rychlosti ristu kontrolni
skupiny rakli a experimentalni skupiny rakt a primérné specifické rychlosti ristu v
kontrolni skupin¢ raki po 40 dnech expozice, ndsobeny stem. Vypocet byl proveden

podle vzorce (OECD, 2000):

SGR, (kontrola) — SGR, (skupina) .

00
SGR, (kontrola)

I [%] =

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

specificka rychlost ristu v experimentéalni skupiné rakti po 40 dnech expozice.

3.5. Odbér vzorki pro biochemické analyzy

Po analyze chovani byli raci zvazeni a vloZeni do mikrozkumavek, které jsme vlozili
do tekutého dusiku (Obr. 12). Tyto vzorky byly nasledné uchovany pfi teploté -80

°C do dalsiho zpracovani.
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Obr. ¢.12: Odbér vzorkii pro biochemické analyzy.

3.6. Metody stanoveni biomarkeri

Oxida¢ni stres a antioxida¢ni biomarkery byly hodnoceny mezi jednotlivymi
experimentalnimi skupinami po 40 dnech. Vzorky raki z celého téla z kontrolni a
experimentalnich skupin byly homogenizovany a pripraveny pro hodnoceni oxida¢niho
stresu a antioxida¢nich biomarkerti podle Stara a kol. (2016). Vsechny biomarkery byly
méfeny spektrofotometricky (Infinite M200, Svycarsko, Obr. 13).
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Obr. ¢.13: Spektrofotometr Infinite M200 s mikrodestickami.

3.6.1. Priprava vzorku pro biochemické analyzy

Pfed samotnym stanovenim dil¢ich biochemickych analyz oxidativniho stresu a
antioxidac¢nich biomarkerti byla provedena piiprava vzorku, jednalo se zejména o
homogenizaci zmrazenych vzorki rakt (Obr. 14). Ta se provadi ve fosfatovém pufru, pro
stanoveni CAT a SOD se vyuziva 50 mM PP pufr (50 mM KH2PO4, 1mM EDTA
Vv deionizované vodé, pH 7,4), a pro ostatni parametry se vyuziva PBS pufr (0,8% NaCl,
0,02% KCI, 0,29% NaHPO4*12H,0, 0,02% KH2PO4 v deionizované pii pH 7,2)
homogenizatoru TissueLyser 1l (QIAGEN, Némecko).

Zmrazené vzorky raka byly po dobu jejich zpracovani ulozeny na ledu. Vzorky rakt
byly zvazeny v mikrozkumavkach Eppendorf pomoci analytickych vah (0,140 — 0,169
mg tkang potiebné pro stanoveni). Do kazdé zkumavky byl poté ptidan odpovidajici pufr
v mnozstvi Iml pufru na 100 mg vzorku tkané. Vzorky raki byly nasledné
homogenizovany a piipravené vzorky byly mezi stanovenimi ulozeny v hlubokomrazicim

boxu pfi teploté -80 °C.
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Obr. ¢.14: Priprava vzorkii a ndasledna homogenizace.

3.6.2.1. Stanoveni lipidni peroxidace TBARS

Lipidni peroxidace je zalozena na tzv. TBARS testu (z angl. Thiobarbituricacid
Reactive Substances = latky reaktivni s kyselinou thiobarbiturovou). Metoda je zalozena
na principu stanoveni barevnych komplext. Ty vznikaji pfi reakci produktu lipidni
peroxidace a kyseliny barbiturové (TBA). M¢teni vzorkd vychazelo z metodiky
Lushchak a kol. (2005).

Ke stanoveni bylo vyuzito necentrifugovaného homogenatu, vzorku o objemu 250
ul, ke kterému bylo nasledné ptidano 12,5 pul 2mM FeSO4 a doslo k preinkubovani, po
dobu 30 minut pfi 37 °C. Poté bylo z mikrozkumavek odebrano 12,5ul vzorku pro
dosazeni pozadovaného objemu (250 pl) a bylo ptidano 75 pl roztoku TCA-BHT. Vzorek
byl nasledné centrifugovan po dobu 20 minut pii 4000 rpm a 4 °C. Po centrifugaci bylo
do mikrozkumavek Eppendorf odpipetovano 250 pl vzorku a pfidano 50 pl HCl a 200 pl
TRIS TBA. Vzorek byl umistén do termobloku po dobu 45 minut s teplotou 90 °C. Dale
bylo z mikrozkumavek odpipetovano 250 ul vzorku a vlozeno na mikrotitraéni desticku.
Desticka byla vlozena do spektrofotometru po dobu 10-15 minut prob&hlo méfeni
vzniklého zbarveni pfi vlnové délce 550 a 590 nm. Namétené hodnoty jsou vyjadieny

vypoctem pres kalibraéni kiivku v nmol TBARS na mg proteinti.
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3.6.2.2. Stanoveni superoxid dismutazy (SOD)

Superoxid dismutazy se fadi do skupiny metaloenzymd, které obsahuji ve své struktuie
iont kovu (Cu, Mn, Ni, Zn). Tento iont urcuje jejich aktivitu. Superoxid dismutazy se
vyskutuji v rizné mite ve vSech buikach téla, nejvice vSak v jaternich bunkach, kde je
jejich mnozstvi dano detoxikacni funkci jater. Jejich funkci je katalyza premény
reaktivnich superoxidovych radikaléi na molekulovy kyslik a peroxid vodiku (Oztiirk-

Urek a kol., 2001).

Metoda vychazi ze schopnosti SOD inhibovat reakce tizené superoxidy. K produkci
superoxidil je pouzit NADH (nikotinamid adenin dinukleotid) a phenazin methosulfonat
(PMS). Vzniklé superoxidy jsou stanovovany pomoci NBT (nitrobluetetrazolim). Ty se
po reakci se superoxidy méni na stabilni formazanovy produkt. Ten je nasledné
spektrofotometricky méfen jako pokles premény NBT po reakci vzniklych superoxidii se

SOD. Stanoveni aktivity prob&hlo dle metodiky Ewing a Janero (1995).

Vzorky byly centrifugovany po dobu 30 minut. Nasledné bylo z kazdého vzorku
odebrano 25 ul supernatantu do mikrotitra¢ni desticky, stejny. Do kazdého vzorku bylo
piidano 200 pl NADH+NBT pufru. Desticka byla umisténa do spektrofotometru a
probéhlo prvni méteni pti 560 nm po dobu 2 minut S 20 sec intervaly ke stanoveni interni
piemény NBT vzorkem k odstartovani reakce doslo piidanim 25 pl 35 uM PMS a znovu
bylo méteno pii 560 nm po dobu 5 minut s 20 sec intervaly. Vzorky byly méfeny ve téech

opakovanich. Vysledna aktivita SOD byla vyjadiena v nmol NBT za min na mg proteind.

3.6.2.3. Glutathion reduktaza (GR)

Metoda stanoveni GR vychazi ze schopnosti enzymu glutathion reduktazy katalyzovat
pfeménu oxidovaného glutathionu na redukovany za procesu spotiebovavani NADPH.
Podle metody Carlberga a Mannervika (1975) byla stanovena aktivita glutathion

reduktazy spektrofotometricky métenim oxidace NADPH pfi vlnové délce 340 nm.

Do mikrodesti¢ek bylo postupné napipetovano 80 ul GR pufru, 20 ul NADPH, 20 pl
GSSH a 30 pl destilované vody. Takto smichany roztok byl 20 sekund promichavan pfi
pokojové teplote 25 °C a nasledné byla méfena spotieba NAPDH, pokles absorbance pfi
340 nm bez vzorku po dobu 2 minut. Reakce byla nastartovana ptidanim 50 pl vzorku, a

poté bylo provedeno méfeni pii 340 nm v jednotlivych intervalech po 15 sekundach. Doba
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méfeni byla 5 minut a analyza kazdého vzorku probéhla ve tfech opakovanich. Aktivita

GR je vyjadiena jako pocet jednotek na ml.nmol* NADPH mint.ml?.

3.6.2.4. Stanoveni katalazy (CAT)

Metoda vychazi ze schopnosti katalazy rozlozit peroxid vodiku na vodu a kyslik. Tento
proces se stanovuje pomoci méteni poklesu absorbance ve vzorku s H2O> za jednotku
Casu. Mé&feni probiha ve spektrofotometru pii vinové délce 240 nm. Stanoveni aktivity
katalazy prob&hlo podle metodiky Aebi (1984).

Vzorek byl nejprve centrifugovan 30 minut. Nasledné¢ dosSlo k fedéni, kdy byl
supernatant vzorku vyfedén pomoci homogeniza¢niho PP pufru vpoméru 50 pl
supernatantu vzorku : 450 ul PP pufr. Poté bylo odpipetovano 50 ul vytedéného vzorku
do mikrotitra¢ni desticky. K tomu bylo ihned ptidano do kazdé jamky 250 ul 0,09 %
H20> a doslo k méfeni absorbance reakéni smési. Méfeni probéhlo ve tiech opakovanich

po dobu 1 minuty pii 240 nm oproti kontrole.

3.6.2.5. Stanoveni glutathion S-transferazy (GST)

Metoda vychazi z detekce konjugatu mezi redukovanym glutathionem a CDNB
(1chloro-2,4-dinitrobenzen), substratem béznym pro vSechny izoformy glutathion-S-
transferazy. Metoda byla modifikovana na mikrodeskové provedeni a vyuziti
spektrofotometrické koncovky pii 340 nm. Stanoveni bylo provedeno podle metodiky
Habig a kol. (1974).

Vzorek byl umistén do centrifugy na 15 minut. Poté byl supernatant vyfedén pomoci
PBS v mikrozkumavce Eppendorf, a to v poméru 200 pl vzorku : 200 ul PBS pufru. Poté
bylo napipetovano na mikrotitra¢ni desticku 70 pl zfedéného supernatantu vzorku/blanku
(PBS), 120 pul PBS pufru a 10 ul 50 mM CDNB v ethanolu. Reakce byla odstartovana
ptidanim 50 pl 10 mM redukovaného GSH a ihned proméiena ve spektrofotometru 5
minut pfi vinové délce 340 nm. Vsechny vzorky véetné blanku byly méfeny ve tiech

opakovanich.
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3.6.2.6. Stanoveni redukovaného glutathionu (GSH)

Metoda vychazi z principu reakce thioselektivni Ellmanovy reagencie (DTNB; 2,2-
dinitro-5,5-dithiobenzoova kyselina) s volnymi — SH skupinami za tvorby barevného
produktu, jenz je stanovovan. Takto vzniklé SH skupiny byly ve vzorku zbaveného
proteint, a to zejména v molekule redukovaného glutathionu. Méfeni probéhlo dle

metodiky Ellman (1959).

Vzorek byl po rozmrznuti promichan na vortexu a umistén v mikrozkumavkach
Eppendorf do centrifugy na dobu 15 minut pti 10 000 rpm a 4 °C. Z kazdé
mikrozkumavky bylo poté odebrano 180 ul supernatantu a ptidano 18 ul 25% kyseliny
trichloroctové. Upraveny vzorek byl ponechan po dobu 15 minut p#i pokojové teploté a
poté umistén zpét do centrifugy na 10 minut pti 8 000 rpm a 4 °C. Timto postupem byl
ziskan supernatant vzorku bez obsahu proteinu. Nasledné doslo k vlastnimu méteni, kdy
bylo do mikrotitraéni desticky napipetovano 50 ul vzorku/blanku, 190 ul TRIS pufru a
10 pl 0,02 M DTNB. Méfeni probéhlo ve tfech opakovanich. Absorbance byla méfena na
spektrofotometru pii vinové délce 420 nm proti blanku a pozadi pti 680 nm. Vysledné

hodnoty vychazi u kalibra¢ni kiivky v nmol GSH na mg proteint.

3.7. Statistické vyhodnoceni testu

Rozdily v kumulativni mortalit€¢ mezi experimentalnimi skupinami a kontrolou byly
hodnoceny pomoci kontingenénich tabulek (¥?). Kolmogorov-Smirnov a Bartlettéiv test
byl pouzit k posouzeni normalniho distribu¢niho rozlozeni a homoskedasticity rozptylu.
Pro data s normalni distribuci byla pouzita jednocestna ANOVA. V piipad¢ neobvyklé
distribuce byl proveden neparametricky Kruskaliv-Wallisiiv test. Hladina vyznamnosti

byla stanovena na P < 0,05.
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4. VYSLEDKY

4.1. Chovani

Po ukonceni testu nebyly pozorovany zadné statisticky vyznamné rozdily (H = 0,98,
P =0,614) oproti kontrole v aktivité raki vystavenych metazachloru a metazachloru OA
(Graf ¢. 1A a 2A). Celkova usla vzdalenost (H = 9,68, P = 0,008) a rychlost chiize (H =
9,76, P = 0,008) u rakii ve skupiné¢ M2 se statisticky vyznamné¢ lisila od skupiny M1 a
kontroly. Raci ve skupiné M1 vykazovali kratsi uslou vzdalenost a nizsi rychlost pohybu,
nez bylo zjisténo u kontroly, ale hodnoty se statisticky vyznamn¢ nelisily. Raci vystaveni
metazachloru OA (MOAL a MOA2) nevykazovali zadné statisticky vyznamné rozdily
oproti kontrole v hodnocenych parametrech: usla vzdalenost (H = 4,32, P = 0,115),
rychlost chiize (H = 4,32, P = 0,115) a aktivita (H = 4,86, P = 0,088).
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Graf. ¢. 1. Chovani raka mramorovaného (Procambarus virginalis) po 40 denni expozici

metazachloru (M1 — 3,2 ug.I't, M2 — 22 ug.1'%).
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Graf. ¢. 2. Chovani raka mramorovaného (Procambarus virginalis) po 40 denni expozici metazachloru OA

(MOAL — 3,2 ug.I't, MOA2 — 22 ug.I'%).
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4.2. Kumulativni mortalita

Statisticky vyznamny (P < 0,05) rozdil v celkové kumulativni mortalité byl nalezen u
rakll vystavenych vSem testovanym koncentracim metazachloru a metazachloru OA ve
srovnani s kontrolou (tabulka ¢. 1). Kumulativni mortalita ve skupiné rakt vystavené
metazachloru v koncentracich 3,2 pg.I"t (M1) a 22 pg.I't (M2) byla 42,5 a 50,0 %, zatimco
mortalita kontroly byla zanedbatelnd (9,5 %). Kumulativni mortalita ve skupiné
vystavené plisobeni metazachloru OA v koncentracich 3,2 pg.l? (MOA1) a 22 pg.I?
(MOAZ2) byla 47,5 a 67,5 %.
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Tabulka ¢. 1. Rast a kumulativni mortalita rakd mramorovanych (Procambarus virginalis) po 40 denni expozici metazachloru a metazachloru

OA.
Skupina Kontrola M1 M2 MOA1 MOA2
Koncentrace 0 Metazachlor (3,2 pg.It) ~ Metazachlor (22 pg.1™) Metazachlor OA (3,2 ug.I't)  Metazachlor OA (22 pg.I™)
Ms (Mean + SD, mg) 8,74 + 1,01 7,74 +1,29° 7,62 +0,90° 7,54 +0,83° 7,01 £ 0,60
Mo (Mean + SD, mg) 52,12 + 8,14 ° 42,43 +5,83° 38,90 +4,41° 37,02 + 5,54° 26,32 + 3,08°
SGR 514 +£0,15 4,83 +£0,21 4,69 £0,19 4,54 +£0,21 3,77+0,11
I (%) - 6,03 £0,45 8,75 +0,36 11,67 £0,87 26,65+ 1,03
Celkova mortalita (%) 9,50° 42,50° 50,00° 47 50° 67,50°

Poznamka: Ms, Mao — priumérna hmotnost rakii ve vybrané skupiné po 5 a 40 dnech expozice; SGR = priimérna specificka rychlost rustu ve

vybranych skupindach po 40denni expozici; I = inhibice specifického rustu ve vybranych skupindch po 40denni expozici; SD = standardni odchylka.

Hodnoty s odlisnymi pismeny v hornich indexech se mezi skupinami statisticky (P < 0,05) vyznamné [isi.
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4.3. Rust

Rist ranych vyvojovych stadii rakii mramorovych béhem expozice metazachloru a
metazachloru OA je znazornén v grafu ¢. 3. Od 4. vyvojového stadia raci vystaveni
metazachloru OA v koncentraci 22 pg.I* (MOA2) vykazovali statisticky vyznamné (P >
0,01) niz8i hmotnost ve srovnani s kontrolou. Od 5. vyvojového stadia u raki vystavenych
vSem testovanym koncentracim metazachloru (Ml a M2) a metazachloru OA (MOAL a
MOAZ2) doslo k signifikantné vyznamnému (P > 0,01) snizeni hmotnosti ve srovnani s
kontrolou. Specificka rychlost rustu (SGR) raku a inhibice rastu (I) rakt v jednotlivych
testovanych skupinach je uvedena v tabulce ¢. 1. Ve srovnani s kontrolou byla inhibice
rastu 6,03; 8,75; 11,67 a 26,65 % pro skupiny M1, M2, MOA1 a MOA2.
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Graf. ¢. 3: Télesna hmotnost v zavislosti na dosazeném vyvojovém stadiu raka

mramorovaného (Procambarus virginalis) vystaveného 40denni expozici

metazachloru (M1 — 3,2 ug.I"t, M2 — 22 ug.I't) a metazachloru OA (MOAL — 3,2 ug.I?,
MOA2 — 22 ug.I"%).
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4.4. Ontogeneticky vyvoj

Rana stadia rakd vystavenych pasobeni metazachloru a metazachloru OA v obou
testovanych koncentracich (3,2 a 22 pg.I"t) vykazovala ve srovnani s kontrolni skupinou
zpozdéni vyvoje ontogeneze (graf ¢. 4). Na konci testu bylo ve skupiné¢ M1 (47 %), M2
(46 %), MOAL (31 %) a MOA2 (14 %) jedinct ve vyvojovém stadiu VIII. Zatimco
v kontrole dosahlo 73 % raki stadia VIII a 25 % stadia IX.
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viyvojova stadia (%)
'EEEEEEEEER

= 29292 dls I AREEIERE:
HE EEAE B E R R EEEE R B EE
E =3 |§ %E% %EE EE% s|g
4 dens == den 12 = den 21 = den 30 =4 den 40

Graf. ¢. 4: Vliv metazachloru (M1 — 3,2 ug.I"t, M2 — 22 ug.I"Y) a metazachloru
OA (MOAL — 3,2 ug.I"t, MOA2 — 22 ug.1"Y) na rany ontogeneticky vyvoj raka

mramorovaného (Procambarus virginalis).

4.5. Makroskopické morfologické anomalie

U rakil vystavenych testovanym koncentracim metazachloru a metazachloru OA

nebyly béhem testu pozorovany Zadné makroskopické zmény ¢i morfologické anomalie.

44



4.6. Biomarker oxidac¢niho stresu
4.6.1. Lipidni peroxidace

Utinky chronické expozice metazachloru a metazachloru OA na hladinu TBARS v
celotélnim homogenatu raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 5. U rakd vystavenych
metazachloru (M1 — 3,2 pg.It, M2 — 22 pg.I") a metazachloru OA (MOAL — 3,2 pg.I™t, MOA2
— 22 pg.I") nedoglo ke statisticky vyznamnému rozdilu (P < 0,05) hladiny TBARS v celotélnim

homogenatu v porovnani s kontrolni skupinou.
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Graf ¢. 5. Hladina TBARS v celotélnim homogendtu raka mramorovaného
(Procambarus virginalis) po 40denni expozici metazachloru (M1 — 3,2 ug.l%,
M2 — 22 ug.I't) a metazachloru OA (MOA1L — 3,2 ug.I't, MOA2 — 22 ug.I't). Indexy a, b,

charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P < 0,05).
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4.7. Antioxida¢ni biomarkery
4.7.1. Superoxid dismutaza (SOD)

Utinky chronické expozice metazachloru a metazachloru OA na enzymatickou
aktivitu SOD v celotélnim homogenatu raka mramorovaného jsou uvedeny v Grafu ¢. 6.
Expozice metazachloru (M2 — 22 pg.I'!) a metazachloru OA (MOAL - 3,2 pg.I' a MOA2
— 22 ng.1t) zptsobila statisticky vyznamné snizeni (P < 0,05) aktivity SOD v celotélnim
homogenatu raka mramorovaného. U rakll vystavenych metazachloru v koncentraci
3,2 png.It (M1) nedoslo ke statisticky vyznamnému rozdilu (P < 0,05) aktivity SOD v

celotélnim homogenatu rakd v porovnani s kontrolni skupinou.
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Graf ¢. 6. Aktivita SOD v celotélnim homogendtu raka mramorovaného (Procambarus
virginalis) po 40denni expozici metazachloru (M1 — 3,2 ug.I't, M2 — 22 ug.I't) a
metazachloru OA (MOAL — 3,2 ug.I't, MOA2 — 22 ug.I%). Indexy a, b, charakterizuji

shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P < 0,05).
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4.7.2. Katalaza (CAT)

Utinky chronické expozice metazachloru a metazachloru OA na enzymatickou
aktivitu CAT v celotélnim homogenatu raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 7.
Expozice metazachloru (M2 — 22 pg.I't) a metazachloru OA (MOAL - 3,2 pg.I' a MOA2
— 22 ng.1t) zptisobila statisticky vyznamné snizeni (P < 0,05) aktivity CAT v celotélnim
homogenatu raka mramorovaného. U raki vystavenych metazachloru v koncentraci
3,2 ug.It (M1) nedoslo ke statisticky vyznamnému rozdilu (P < 0,05) aktivity CAT v

celotélnim homogenatu rakd v porovnani s kontrolni skupinou.
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Graf'¢. 7. Aktivita CAT v celotélnim homogendtu raka mramorovaného (Procambarus
virginalis) po 40denni expozici metazachloru (M1 - 3,2 ug.I't, M2 — 22 ug.I't) a
metazachloru OA (MOAL — 3,2 ug.I't, MOA2 — 22 ug.IY). Indexy a, b, charakterizuji

shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P < 0,05).
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4.7.3. Glutathion reduktaza (GR)

Utinky chronické expozice metazachloru a metazachloru OA na enzymatickou
aktivitu GR v celotélnim homogenatu raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 8.
Expozice metazachloru (M2 — 22 pg.1"t) a metazachloru OA (MOAL — 3,2 ug.1* a MOA2
— 22 ng.1t) zpiisobila statisticky vyznamné snizeni (P < 0,05) hladiny GR v celotélnim
homogenatu raka mramorovaného. U rakll vystavenych metazachloru v koncentraci
3,2 pg.I? (M1) nedoslo ke statisticky vyznamnému rozdilu (P < 0,05) hladiny GR v

celotélnim homogenatu rakd v porovnani s kontrolni skupinou.
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Graf ¢. 8. Hladina GR v celotélnim homogendatu raka mramorovaného (Procambarus
virginalis) po 40denni expozici metazachloru (M1 - 3,2 ug.I't, M2 — 22 ug.I'') a
metazachloru OA (MOAL — 3,2 ug.I't, MOA2 — 22 ug.I%). Indexy a, b, charakterizuji

shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P < 0,05).
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4.7.4. Glutathion S-transferaza (GST)

Utinky chronické expozice metazachloru a metazachloru OA na enzymatickou
aktivitu GST v celotélnim homogenatu raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 9.
Expozice metazachloru (M2 — 22 pg.1"t) a metazachloru OA (MOAL - 3,2 ug.1* a MOA2
— 22 ng.I'h) zplisobila statisticky vyznamné snizeni (P < 0,05) hladiny GST v celotélnim
homogenatu raka mramorovaného. U rakl vystavenych metazachloru v koncentraci 3,2
pg.lt (M1) nedoslo ke statisticky vyznamnému rozdilu (P < 0,05) hladiny GST v

celotélnim homogenatu rakll v porovnani s kontrolni skupinou.
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Graf ¢. 9. Hladina GST v celotélnim homogendtu raka mramorovaného (Procambarus
virginalis) po 40denni expozici metazachloru (M1 - 3,2 ug.I't, M2 — 22 ug.I't) a
metazachloru OA (MOAL — 3,2 ug.I't, MOA2 — 22 ug.I%). Indexy a, b, charakterizuji

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

Utinky chronické expozice metazachloru a metazachloru OA na hladinu GSH v
celotélnim homogenatu raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 10. Expozice
metazachloru (M2 — 22 pugl?') a metazachloru OA (MOA1l - 32 pugl! a
MOA2 — 22 nug.It) zpisobila statisticky vyznamné snizeni (P < 0,05) hladiny GSH v
celotélnim homogenatu raka mramorovaného. U rakli vystavenych metazachloru v
koncentraci 3,2 pg.1"t (M1) nedoslo ke statisticky vyznamnému rozdilu (P < 0,05) hladiny

GSH v celotélnim homogenatu rakti v porovnani s kontrolni skupinou.

60

40 b
30
20

10

GSH (nmol GSH/mg protein)

Kontrola M1 mM?2 mMOAI mMOA?
Testované skupiny

Graf ¢. 10. Hladina GSH v celotélnim homogendtu raka mramorovaného (Procambarus
virginalis) po 40denni expozici metazachloru (M1 — 3,2 ug.I'tl, M2 — 22 ug.I't) a
metazachloru OA (MOAL — 3,2 ug.I't, MOA2 — 22 ug.I%). Indexy a, b, charakterizuji

shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (P < 0,05).

50



5. DISKUSE

Cilem této prace bylo posouzeni vlivu metazachloru a jeho metabolitu metazachloru
OA na rana vyvojova stadia raka mramorovaného (Procambarus virginalis). Tato studie
je jednim z prvnich ptispévkl hodnotici u¢inky metazachloru a jeho hlavniho metabolitu
metazachloru OA pii vyuziti relevantnich koncentraci v Zivotnim prostfedi na rana stadia
bezobratlych. Zastupci z fadu Decapoda nam mohou slouzit jako vynikajici modelové
druhy ke zvySeni ekotoxikologickych znalosti (Vogt, 2008). Jedna se o vyznamné a
vellikostné vhodné druhy snadno chovatelné v laboratornich podminkach, cozZ je €ini
uzitenymi nejen pro testovani toxicity, ale také jako modelové druhy bezobratlych pro
discipliny v€etn¢ genetiky, vyvoje a bunécné biologie (Vogt, 2008).

Raci, jakozto vyznamni zastupci velkych korysd, jsou oznacCovani za podstatné
obyvatele tekoucich i stojatych vod, v ekosystému hraji kli¢ovou roli, jSou vyznamnou
komoditou akvakultury a jsou cenéni jako indikatory zneCisténi vodniho prostiedi
(Momot, 1995). Raci jsou vyznamnou slozkou ekosystému (Bufi¢ a kol., 2013). Pivodni
druhy rakd vyskytujici se na uzemi Ceské republiky jsou fazeny mezi ohroZzené druhy a
jejich ochrana je v zajmu vnitrostatnich a evropskych piedpist. Proto by bylo jejich
pouziti pro ucely testl toxicity nejenom neeticke, ale 1 nezdkonné. Nejen z téchto davodi
jsou vyuzivany zejména invazni druhy rakd, v tomto ptipadé rak mramorovany, ktery je
velice vhodnym druhem pro toxikologické studie (Kozak a kol., 2011).

V této praci byla vystavena rana vyvojova stadia raka mramorovaného dlouhodobému
pusobeni metazachloru a jeho metabolitu metazachloru OA. Dlouhodobé testy toxicity
vykazuji mnohem lepsi vypovidajici hodnotu nez testy akutni toxicity, které jsou
zalozeny na kratkém casovém tuseku, pti ¢emz vyuzivaji vysokych koncentraci testované
latky. Pti dlouhodobych testech toxicity je naopak vyuzivano nizsich koncentraci, ktera
Se z pravidla vyskytuji v ekosystému. Tyto testy daleko Iépe simuluji podminky zivotniho
prostiedi (Lahr a kol., 2000). Pokus probihal v koncentracich odpovidajicich skute¢nym
nejvyssim naméfenym hodnotam vyskytujicim se v Ceskych fekach. Tyto koncentrace
nezptisobuji pifimo thyn vodnich organizmi, avSak maji potencial vyvolat negativni
fyziologické zmény organism.

Osud pesticidii v Zivotnim prostfedi a jejich toxicita pro necilové organismy jsou
zkoumany po mnoho desetileti. Metazachlor vykazuje mirnou toxicitu vicéi rybam
(Gangolli, 1999). Akutni toxicita 96hLC50 pro pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss)

je 4,0 mg.I"%, pro sluneénici velkoploutvou (Lepomis macrochirus) 15,0 mg.I* a pro kapra

51



obecného (Cyprinus carpio) 15,0 mg.It (FAO, 1999). Metazachlor ma dlouhodobé
ti¢inky na vodni makrofyty a funkci ekosystému v koncentracich vyssich nez 5,0 pg.I?
(Mohr a kol., 2007, 2008). Zatimco uc¢inky expozice metazachloru na obratlovce byly
dobfe zdokumentovany, neexistuji zadné daje o dopadu metazachloru a jeho metabolit
v koncentracich relevantnich pro Zzivotni prostfedi na rand stadia koryst. Hlavnimi
degradacnimi produkty metazachloru ve vodé jsou metazachlor ESA a metazachlor OA.
Transformacni produkty jsou jen slabé adsorbované do ptidy, coz vede k vysoké mobilité.
V disledku toho patii metabolity metazachloru mezi nejcastéjsi znecistujici latky
vodniho prostiedi (Lewis a kol., 2016; Chen a kol., 2017). Metazachlor byl zjistén v
povrchovych a podzemnich vodach Evropy v koncentracich od 0,1 pg.I do 100 pg.I?
(Kreuger a kol., 1999; Ulrich a kol., 2018; Weber a kol., 2018). Metazachlor OA a
metazachlor ESA byly nalezeny v povrchovych vodach v koncentracich az 1,8 ug.I?
(Ulrich a kol., 2018). Maximalni koncentrace metazachloru a metazachloru OA zjiSténa
v &eskych fekach je 22 pg.I™t a 3,2 pg.It (CHMU, 2019). Tyto koncentrace byly vyuzity
v ramci této prace.

I presto, ze v této studii byly pouzity koncentrace vyskytujici se v ekosystému, byla
zjisténa mortalita béhem testu u obou testovanych latek. Kumulativni mortalita u skupin
vystavenych metazachloru M1 a M2 byla 42,5 a 50,0 %. Mortalita u raki vystavenych
metazachloru OA MOA1 a MOA2 byla 47,5 a 67,5 %. Rana zivotni stadia raki ¢asto
vykazuji vyssi amrtnost, nez je tomu u dospélych po expozici pesticidiim (Velisek a kol.,
2012, 2017, 2018b, 2019, 2020). Vysledky naznacuji, Ze koncentrace tohoto herbicidu a
jeho hlavniho metabolitu, Ktery se nachazi v povrchovych vodach, mohou zpisobovat
mortalitu ranych vyvojovych stadii raku.

Raci exponovani metazachloru a metazachloru OA ve vSech testovanych
koncentracich vykazovali niZsi riist. Ve srovnani s kontrolou byla pozorovana inhibice
rustu 6,03; 8,75; 11,67 a 26,65 % ve skupinach M1, M2, MOA1, MOAZ2. Snizeni rustu
muze byt disledkem zvySené spotieby energie k detoxikaci a antioxida¢nim procesiim,
coz vede ke zpozdéni raného ontogenetického vyvoje. Zpomaleny riist ranych stadii rakt
byl zjistén také po expozici triazini (PED, 2000), chloracetanilidi (Velisek a kol., 2018b)
a metabolita triazina (Velisek a kol., 2017; Koutnik a kol., 2017).

Ontogeneticky vyvoj je velice dulezity parametr hodnoceny V toxikologickych
studiich (Hayes, 2007). V této praci raci vystaveni metazachloru a metazachloru OA v
obou testovanych koncentraci vykazovali vyznamné zpozdéni ontogenetického vyvoje.

Na konci testu bylo ve skupiné M1 (47 %), M2 (46 %), MOAL (31 %) a MOA2 (14 %)
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jedincii ve vyvojovém stadiu VIII. Zatimco v kontrole dosahlo 73 % raku stadia VIII a
25 % stadia IX. Vysledky této prace jsou v souladu s ostatnimi pracemi, které popisuji,
ze rany ontogeneticky vyvoj je citlivym parametrem v ramci hodnoceni u¢inkti pesticidi
na ryby (Woltering, 1984; Velisek a kol., 2012, 2016) a raky (Koutnik a kol., 2017;
Velisek a kol., 2019, 2020).

Studie chronické expozice herbicidim nebo jinym znecCiStujicim latkam casto
vyuZzivaji pozorovani na bazi ptijmu potravy a chovani (Wolf a Moore, 2002). Diive se
zkoumaly zejména zakladni vzorce chovani, jako je iroven aktivity a pohybu (Velisek a
kol., 2018). Soucasna studie byla zaméfena na pozorovani mozného zhorSeni
senzorického chovani, které mélo za nasledek snizeni pohybu zavislého na koncentraci
testovanych latek. Vyznamné rozdily byly pozorovany v uslé vzdalenosti a rychlosti, ale
nikoli v aktivité. To naznacuje, Ze potencidl expozice metazachlorem ma za nésledek
pomalejsi odezvu. Raci jsou silné zavisli na zpracovani Sirokého spektra vizualnich,
chemickych a vodou nesenych signalti (Kubec a kol., 2019) s tnikovym chovanim jako
vhodnou reakci. Opozdéna reakce na ptitomnost predatorti a pomalejsi pohyb muze byt
smrtelna. Raci exponovani metazachloru OA vykazovali vzorce chovani podobné jako
bylo pozorovano u raka exponovanych metazachlorem.

Pesticidy mohou ovlivnit fyziologicky a biochemicky stav, coz vede k produkci
reaktivnich forem kysliku ROS (z angl. Reactive Oxygen Species) (Stara kol., 2016).
Nejvyznamnéjsimi antioxida¢nimi biomarkery regulujicimi s ROS jsou SOD, CAT,
GPX, GSH, GR a GST (Tkachenko kol., 2014). Hladiny antioxida¢nich biomarkert
zavisi na koncentraci xenobiotika a dobé expozice (Hostovsky a kol., 2014). Expozice
raki metazachloru (M2 — 22 pg.1'!) a metazachloru OA (MOA1 — 3,2 pug.I*a MOA2 —
22 ng.I’l)y zplsobila statisticky vyznamné sniZeni hladiny antioxidaénich biomarkert
(SOD, CAT, GR, GST a GSH) v celotélnim homogenatu. U rakd vystavenych
metazachloru v koncentraci 3,2 pg.I"t (M1) nedoslo ke statisticky vyznamnym zménam
hladiny téchto biomarkerti v porovnani s kontrolni skupinou. K témto zmé&nam doslo
ziejmé v zavislosti na udrZovani rovnovazného stavu v bunikach proti produkci
reaktivnich forem kysliku, pfestoze oxida¢ni poskozeni (LPO) nebylo zaznamenano.
Snizené hladiny antioxidantii u vystavenych rakl souvisely s detoxikaci oxida¢niho
stresu, coz naznauje, Ze testované latky ovliviiuji antioxidacni obranné systémy.
Podobny trend snizeni hladiny antioxidac¢nich biomarker, které nejsou doprovazeny

zménou LPO, byl zaznamenan u rakli exponovanych pesticidy (Stara a kol., 2014, 2018;
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Velisek a kol., 2019). Tyto ucinky byly potvrzeny i u ryb po expozicich triaziny
(Hostovsky a kol., 2014).

Po expozici environmentalné relevantnich koncentraci metazachloru a jeho metabolitu
metazachloru OA byla pozorovana vyssi mortalita, vliv na rtist a na ontogeneticky vyvoj
a aktivitu antioxida¢nich enzymi. Metabolit metazachlor OA vykazoval vyraznéji vyssi
vliv na fyziologii ranych vyvojovych stadii rakii mramorovanych nez jeho matefska latka
metazachlor. Zavérem lze fict, Ze hladina antioxidantti, rust a rana ontogeneze raki

mramorovanych jsou wuzitecné biomarkery pro monitorovani vodniho prostiedi

kontaminovaného herbicidem metazachlorem a jeho metabolitem metazachlorem OA.
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6. ZAVER

Cilem této bakalatské prace bylo posouzeni vlivu metazachloru a jeho metabolitu
metazachloru OA na rana vyvojova stadia raka mramorovaného (Procambarus
virginalis). VIiv metazachloru a jeho metabolitu metazachloru OA byl hodnocen na
zaklade¢ vybranych parametru. Jednalo se o vyhodnoceni vlivu na chovani rakii na zakladé
jejich aktivity, celkové uslé vzdalenosti a rychlosti chtize. Mezi dal$i hodnocené
parametry patfilo sledovani kumulativni mortality, méfeni ristovych parametri,
ontogeneticky vyvoj a pozorovani makroskopickych morfologickych anomalii v pribéhu
testu. DalS§im dilezitym ukazatelem vlivu bylo stanoveni biomarkeru oxidac¢niho stresu a
antioxida¢nich biomarkert. K posouzeni vlivu byl pouzit embryolarvalni test toxicity na
racich. Test toxicity byl nasazen v péti koncentracich dvé koncentrace metazachloru (3,2
pg.lt a 22 pugl?) a dvé koncentrace metazachloru OA ( 3,2 pgl? a 22 pg.I?) a jedné
kontroly (C). Test probihal po dobu 40 dnti v definovanych laboratornich podminkach,
do kazdé skupiny bylo nasazeno individualné 40 jedinci. Expozice metazachloru a
metazachloru OA ve vSech testovanych koncentracich zpusobila statisticky vyznamné (P
< 0,05) vyssi mortalitu, zpozdéni ontogenetického vyvoje a pomalejsi riist rakti. Expozice
metazachloru v koncentraci 22 pg.I* a metazachloru OA v koncentracich 3,2 pg.1t a 22
ng.l zptsobila statisticky vyznamné (P < 0,05) sniZeni antioxida¢nich enzymi (SOD,
CAT, GR, GST a GSH) v celotélnim homogenatu rakt. Na zakladé vysledka této prace
by parametry rustu, ontogeneticky vyvoj a antioxidativni biomarkery mohly poskytnout
uzite¢né informace pro vyhodnoceni fyziologickych tc¢inkt herbicidu a jejich metaboliti

na rand vyvojova stadia rakii mramorovanych.
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8. ABSTRAKT

Vliv metazachloru a jeho metabolitu metazachloru OA na rana vyvojova stadia

raka mramorovaného

Metazachlor je selektivni herbicid uré¢eny k hubeni jednodéloznych i dvoudéloznych
plevelll v fepce olejce a jinych brukvovitych rostlinach. Vyuzivad se zejména jako
preemergentni herbicid. Metazachlor OA je jednim z hlavnich degrada¢nich produktu

metazachloru.

Cilem bakalaiské prace bylo posouzeni vlivu metazachloru a jeho metabolitu
metazachloru OA na rand vyvojova stadia raka mramorovaného (Procambarus
virginalis). Vliv metazachloru a jeho metabolitu metazachloru OA na rana vyvojova
stadia raka mramorovaného byl hodnocen na zakladé vlivu na chovani, rstu, biomarkeru
oxidativniho stresu, antioxidac¢nich biomarkerd, ontogenetického vyvoje a vyskytu
morfologickych anomalii. Test toxicity probihal v péti koncentracich dvé koncentrace
metazachloru (3,2 ug.I* a 22 pg.It) a dvé koncentrace metazachloru OA (3,2 pg.l? a
22 ng 1Y) a jedné kontroly (C). Test probihal po dobu 40 dnfi v definovanych

laboratornich podminkach.

Expozice metazachloru a metazachloru OA ve vSech testovanych koncentracich
zpusobila statisticky vyznamné (P < 0,05) vyS$§i mortalitu, zpozdéni ontogenetického
vyvoje a pomalejsi rast raké. Expozice metazachloru v koncentraci 22 pgl! a
metazachloru OA v koncentracich 3,2 pg.1"t a 22 pg.I't zptisobila statisticky vyznamné (P
< 0,05) snizeni antioxida¢nich enzyma (SOD, CAT, GR, GST a GSH) v celotélnim
homogenatu rakd. Metabolit metazachlor OA vykazoval vyraznéji vyssi negativni vliv na

rannd vyvojova stadia rakii mramorovanych nez jeho matetska latka metazachlor.

Na zéklad¢ vysledkl této studie lze podotknout vhodnost rakti, a to zejména jejich
ranych vyvojovych stadii pro testy toxicity a moznosti jejich vyuziti pro biomonitoring

zatizeni vodniho prostiedi herbicidy a jejich metabolity.

Klic¢ova slova: herbicidy, embryolarvalni test toxicity, chovani, ontogeneticky vyvoj,

antioxidativni enzymy
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9. ABSTRACT

Effects of metazachlor and its major metabolite metazachlor OA on early life
stages of marbled crayfish

Metazachlor is a selective herbicide used for controlling monocotyledonous and
dicotyledonous weeds in oilseed rape and other cruciferous plants. It is mainly used as a
pre-emergence herbicide. Metazachlor OA is one of the major degradation products of

metazachlor.

The aim of this study was to evaluate the effect of metazachlor and its major metabolite
metazachlor OA on the early live stages of marbled crayfish (Procambarus virginalis).
The effect of metazachlor and metazachlor OA was evaluated on the basis of behaviour,
growth, biomarker of oxidative stress, antioxidant biomarkers, ontogenetic development
and occurrence of morphological anomalies. The toxicity test was performed at five
concentrations, two concentrations of metazachlor (3.2 pg.I"t and 22 pg.I*t) and two
concentrations of metazachlor OA (3.2 pg.I"tand 22 pg.I"t) and one control (C). The test

exposure was 40 days under defined laboratory conditions.

The exposure of metazachlor and metazachlor OA at all tested concentrations caused
statistically significantly (P < 0,05) higher mortality, delayed ontogenetic development
and slower growth of crayfish. Metazachlor exposure in concentration 22 pg.I* and
metazachlor OA in concentrations 3.2 pg.I™ and 22 pg.I"t caused statistically significant
(P < 0,05) reduction of antioxidant enzymes (SOD, CAT, GR, GST and GSH) levels in
whole-body crayfish homogenate. Metazachlor OA showed a more pronounced adverse

effect on the early live stages of marbled crayfish than its parent compound, metazachlor.

Based on the results of this study we can point out the suitability of crayfish, especially
their early live stages for toxicity tests and the possibilities of their use for biomonitoring

of aquatic environment herbicides and their metabolites.

Keywords: herbicides, embryo-larval toxicity test, behaviour, ontogenetic development,
antioxidant enzymes
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