JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH
ZEMEDELSKA FAKULTA

Katedra anatomie a fyziologie hospodarskych zvirat

Studijni program: Zeméd¢lské inzenyrstvi

Studijni obor: Rybafstvi

DIPLOMOVA PRACE

Vliv pesticidii na hematologicky a biochemicky profil

ryb

Vedouci diplomové prace: Autor diplomové prace:

prof. MVDr. Zdenka Svobodova, DrSc. Hynek Dort

2009



Prohlasuji, ze jsem diplomovou praci na téma: ,,Vliv pesticidi na
hematologicky a biochemicky profil ryb,, vypracoval samostatné¢ na zakladé
vlastnich zjiSténi a materiali uvedenych v seznamu literatury.

Hynek Dort
V Ceskych Budé&jovicich 23.4. 2009



Dé&kuji vedouci diplomové prace prof. MVDr. Zdence Svobodoveé, DrSc. a
konzultantovi Ing. Josefu Veliskovi, Ph. D. za odborné vedeni, cenné rady a pomoc,
které mi s ochotou poskytovali v pribéhu vypracovani celé diplomové préce.

Dékuji téz viem pracovnikim VURH JU ve Vodianech, ktefi mi umoznili a

pomohli vypracovat tuto praci.



Obsah

OBSAH 4
1. UVOD 5
2. LITERARNI PREHLED 6
2.1. Pesticiny 6
2.1.1. Klasifikace 6
2.1.2. Pouziti 7
2.1.3. Vyskyt 7
2.1.4. Vlastnosti 8

2.2. TRIAZINY 10
2.2.1. Metribuzin 12

2.3. PYRETHROIDY. 14
2.3.1. Bifenthrin 16

3. METODIKA 17
3.1. TEST AKUTNIi TOXICITY NA RYBACH 17
3.1.1. Princip a podminky testu 18
3.1.2. Pokusné ryby 19
3.1.3. Pracovni postup 19
3.1.4. PredbéZny test 19
3.1.5. Zakladni test 20
3.1.6. Platnost testu (validace) 20
3.1.7. Vyhodnoceni testu 21

3.2. BIOCHEMICKE A HEMATOLOGICKE VYSETRENi KRVE 21
3.2.1. Odbér krve 21
3.2.2. Stanoveni biochemickych ukazateld 22
3.2.3. Stanoveni hematologickych ukazateli 24

4. VYSLEDKY A DISKUSE 27
4.1. SExcor 70 WG 27
4.1.1. Stanoveni 96hL.C 50 Sencoru 70 WG 27
4.1.2. Stanoveni biochemického a hematologického profilu krevni plazmy kapra obecného.....30

4.2. TaLstar 10 EC 38
4.2.1. Stanoveni 96hLC 50 Talstaru 10 EC 38
4.2.2. Stanoveni biochemického a hematologického profilu krevni plazmy kapra obecného.....41

5. ZAVER 45
6. LITERARNI PREHLED 46
7. PRILOHY 52
7.1. PODKLADOVE TABULKY PRUBEHU PREDBEZNYCH A ZAKLADNICH TESTU TOXICITY, 52




1. Uvod

Rist spotieby pesticidi v modernim svété budi stale vétsi obavy z véazného
zne¢istovani prostfedi, k némuz jejich pouzivanim dochazi. Pesticidy v minulosti
zaujimaly vyznamné misto v potradi pfi¢in havarijnich tthynt ryb, ptikladem je thyn ryb
na Balatonu v roce 1995 (Nemcsok et al. 1999).

Problémy Zivotniho prostfedi, jeho ochrany a tvorby, se stile nalé¢havéji
dostavaji do popiedi zajmu celé spolecnosti. Voda a organismy v ni Zijici tvofi jeden ze
zékladnich komponentli Zivotniho prostiedi. Voda jako Zivotni prostfedi ryb je vSak
stale vice vystavovana antropogennim vlivim a jeji parametry se z hlediska zivota
rybich spoleCenstev stdvaji neuspokojivé. Proto poznéni souvislosti mezi formovanim
vodniho prostiedi, antropogennim plisobenim na jeho kvalitu, ekologické vztahy fauny
k prostfedi a ochranou tohoto nezastupitelného prvku je dnes aktudlnim tkolem pro
hydrobiology a ichtyology.

V souvislosti se vstupem do Evropské Unie doSlo ke zméndm v procesu
registrace pesticidnich ptipravkl. Pro stanoveni ekotoxikologického rizika pesticidl
jsou zakladem tudaje o toxicité piipravkid pro necilové organizmy a predpokladana
koncentrace Uc¢inné latky v ekosystému. Do skupiny necilovych vodnich organizmi
patii rovnéZ ryby, vodni bezobratli a fasy (Rauscherova et al. 1999). Ryby ptedstavuji
nejvetsi a také nejvyznamngjsi skupinu obratlovel Zijicich ve vodnim prostiedi. Jsou
zde koneénym clankem potravniho fetézce a souCasné hospodafsky vyznamnymi
vodnimi organizmy. Pravé proto je prvofadd pozornost vodni toxikologie vénovéna

rybam.



2. Literarni prehled

2.1. Pesticidy
2.1.1. Klasifikace

Pesticidy jsou biocidni latky  pouzivané na ochranu uzitkovych rostlin
v zem¢edélstvi a lesnictvi, proti plevelim, houbam a ZivocisSnym Skiidcim. Pesticidy
nalezly uplatnéni i ve vodnim hospodafstvi, slouzi napt.: k likvidaci né¢kterych vodnich
rostlin, kredukci zooplanktonu v piipadé¢ ohrozeni ryb kyslikovym deficitem,
k likvidaci dravych buchanek pied vysazenim vackového plidku kapra a
k antiparazitdrnimu oSetfeni kaprovitych ryb (Pitter 1999).

Jde o velmi pocetnou skupinu latek, které se déli podle biologické ucinnosti a
podle chemického typu ucinné latky. Podle biologické ucinnosti se déli na nékolik
skupin:

» insekticidy (prostiedky k hubeni hmyzu)

* herbicidy (prostiedky proti pleveliim)

» fungicidy (prostfedky proti Skodlivym parazitickym houbam)

Nekteré latky mohou vykazovat soucasné i vice specifickych ucinki (Pitter 1999).
Podle piisobeni na oSetfovany organismus lze pesticidy rozdé¢lit (Pitter 1999):

* kontaktné (dotykové€) pusobici, které ziistavaji na povrchu

e systémové pisobici (systémové), které pronikaji do organismu zivocichl

nebo rostlin, véetné kofenového systému

Kazdy pesticid je identifikovan obecnym ndzvem (common name), obchodnim
nazvem (trade name), chemickym vzorcem a strukturnim vzorcem. Nejdilezitéjsi je
obecny ndzev (common name), ktery méa mezinarodni platnost, protoZze néazvoslovi
hotovych pfipravki je nepfehledné (obchodni nidzev se miiZze ménit podle vyrobce) a
chemicky néazev je Casto velmi slozity. Obecnym nazvem byva casto zkratka (napf.:
DDT, HCH). Ministerstvo zemédélstvi vydava pravidelné seznam povolenych
piipravkl na ochranu rostlin (Pitter 1999).

Pesticidy mohou byt anorganické nebo organické povahy. Aktivni anorganickou
slozkou miize byt Cu, Hg, As, Pb, F, polysulfidy a elementarni sira. pfevladaji vSak
latky organické (Pitter 1999).

Organické pesticidy Ize rozdélit do nékolika skupin, z nichz nejdalezitéjsi jsou

organochlorové (chlororganické) a organofosforové pesticidy. Z ostatnich skupin

organickych latek lze jmenovat karbamaty, heterocyklické slouceniny (triaziny),



fenoxyalifatické kyseliny, derivaty mocoviny, derivaty triazinl, derivaty fenoli aj.

(Pitter 1999).

2.1.2. Pouziti

Pesticidy se pouzivaji ve form& postiikd, popraski nebo aerosold.
postiiku. Dalsim zdrojem jsou primyslové odpadni vody z jejich vyroby, vody z myti a
vyplachovani pouzitého strojniho rozsttikovaciho zatfizeni a pfima aplikace ve vodnim
hospodatstvi (napt.: pti chovu ryb). VétSina pesticidi je aplikovdna sezonné (Pitter
1999).

Mnohé pesticidy jsou ve vod¢ jen malo rozpustné a musi se upravovat
ptidavkem rozpoustédel, emulgatori nebo dispergatorii. Hotové piipravky jsou pak
Casto smési vlastni ucinné latky a dalSich pfisad, které rovnéz kontaminuji prostiedi

spolecné s vlastni aktivni latkou (Pitter 1999).

2.1.3. Vyskyt

Pesticidy mohou byt pfitomny ve vodach bud’ rozpusténé nebo nerozpusténé. Ze
znacné Casti mohou byt sorbovdny na nerozpusténych latkdch minerdlni 1 organické
povahy. Proto jejich stanoveni jenom ve vodé neni postacujici pro odpovédné
hodnoceni celkového znecisténi vodniho prostfedi. Je nezbytna analyza sedimenti, kalt
a pudy (Pitter 1999).

Pro prikaznost pesticidl je vedle vzorku vody dulezity také vzorek bahna (asi 1
kg) a vzorek ryb (rovnéz asi 1 kg). Vzorky ryb a bahna mohou byt zmrazené pii —20 °C.
Jen v ptipadé organofosfatl je tfeba vzorky neprodlené dodat do laboratote, protoze
organofosfaty se rychle rozkladaji (Hartman et al. 1998).

Vzhledem ke své nebezpeCnosti vyzaduji pesticidy cilené sledovani, 1 kdyz
jejich stanoveni ve vodach je narocné. Do podzemnich vod pronikaji pesticidy jen
v omezené mife, protoze se siln€ sorbuji v pudé. Prokazatelné jsou v podzemni vodé
tehdy, kdyz sorp¢ni kapacita plidy je nedostatecnd. Proto se pesticidy vyskytuji zejména
v povrchovych vodach. Lze prokézat pfredev§im biochemicky stabilni organochlorové a
triazinové pesticidy. Malo stalé organofosforové pesticidy se zjistuji jen v ojedin€lych
ptipadech (Pitter 1999).

Souhrnné 1ze ftici, ze koncentrace pesticidi kolisa ve vodach ve vétSim

koncentracnim rozmezi. Jde o koncentrace pod mezi stanovitelnosti az po koncentrace



ve stovkach ng.l". Nejcasté&ji jde o koncentrace v jednotkach az desitkach ng.I" (Pitter

1999).

2.1.4. Vlastnosti

Vzhledem k velmi rozdilné chemické struktufe pesticidi a nejednotnému slozeni
se udaje o jejich rozpustnosti znacné rtizni. Nejméné rozpustné jsou organochlorové
latky (napf.: pro DDT uvadi Pitter (1999) hodnoty rozpustnosti od 1,2 ug.I"! az do 100
pg.I". Naproti tomu znaéné rozpustné jsou organofosforové pesticidy, u nichz uvadi
hodnotu rozpustnosti az 1 000 mg.1™.

Pesticidy mohou ve vodach podléhat chemickému, fotochemickému
nebobiologickému rozkladu. Z chemickych procesti zde probihd zejména hydrolyza, a
to u organofosforovych slou€enin. V pifipadé fotolyzy (mé& obvykle radikdlovy
charakter) jde hlavné o izomeraci, epoxidaci a aromatickou substituci (Pitter 1999).

Biologicka roztazitelnost a tim 1 jejich odstranitelnost z vody a ptidy zavisi na
jejich struktute. Biologicky tézko roztazitelné jsou pifedevsim organochlorové pesticidy,
relativné 1 triaziny a n¢které derivaty mocoviny. Snadnéji se biologicky rozkladaji napf-.:
derivaty kyseliny fenoxyoctové, karbamaty a organofosforové slouceniny (pomérné
snadno probih4 jejich inaktivace biologickou hydrolyzou (Pitter 1999).

Chlorované pesticidy (zejména polycyklické) vynikaji velkou chemickou a
biochemickou stalosti, a tak setrvavaji v prostfedi po velmi dlouhou dobu. Proto je
snaha jejich pouzivani co nejvice omezit. AvSak 1 kdyz aplikace néckterych
organochlorovych pesticidi je jiz nékolik let zakazana, stale se ve vodnim prosttedi
vyskytuji (Pitter 1999).

Snizeni koncentrace pesticidi ve vodé¢ muze byt kromé jejich rozkladu
zpuisobeno 1 pouhou sorpci na nerozpusténych latkach, sedimentech a kumulaci
v biomase (zejména v tukovych tkanich). Zejména malo poldrni organochlorové
pesticidy jsou nebezpecné svou vysokou akumulacni schopnosti ve tkanich organismdi,
coz se projevuje piedevsim u ryb. Z ekotoxikologického hlediska mohou pesticidy ve
vyssich koncentracich porusit biologickou rovnovéahu v tocich tim, ze toxicky plisobi na
nekteré slozky vodni biocendzy, zejména na ryby a zooplankton (Pitter 1999).

Pesticidy jsou povazovany za vazné kontaminanty ve vodnim prostiedi, které
Skodlivé plisobi na vSechny vodni organismy, obzvlasté na ryby (Verma et al. 1982).
Draz et al. (1993) uvadi ptimy vliv pesticidd na rastové poméry rybich druhi. Pesticidy

jsou také Castymi pfi¢inami otrav ryb, tak jak to dokazuje thyn uhoiti na Balatonu v



roce 1995 (Nemcsok et al. 1999). V nizsich koncentracich nemusi mit vzdy
bezprostiedni vliv na rybi obsadku, ale mohou dlouhodob& negativné ovliviiovat
nejranéjsi vyvojova stadia ryb (Svobodova et al. 2007).

S pesticidnimi pfipravky se do recipientl dostdva vedle ucinné latky fada
Ptikladem je herbicidni pfipravek Roundup, jehoz hodnota LCs, v pribéhu 48
hodinového plisobeni je pro pstruha duhového 0,012 ml.1". Uéinnou latkou piipravku
Roundup je glyfosat. Letalni koncentrace (48h LCs) glyfosatu je pro pstruha duhového
v rozmezi 0,6 — 1,0 mlLI". Podobné je tomu i u nékterych herbicidii na bazi MCPA (2—
methyl-4—chlorfenoxyoctové kyseliny), jejiz hodnota 48hLCs je pro pstruha duhového
331 mg.I", kdezto 48h LCs, Dikotexu 40 je pro pstruha duhového 0,09 ml.I" a Dikotexu
P 91 mg.I'" (Svobodova et al. 1987).

Koncentrace toxickych latek dosahuje vysSSich hodnot u bentosu nez u
planktonu, a tudiz 1 u ryb bentonofagnich nez u ryb planktonofagnich, u starSich jedinca
a dale ve vodach tekoucich nez stojatych (Hartman et al.1998).

Pii vniknuti pesticidii do vodniho prostiedi podléhé G¢inna latka chemickému a

biologickému rozkladu. V nékterych ptipadech mohou byt rozkladné produkty pro ryby

vvvvvv

vvvvvvvvvvvv

patrné, Ze dikaz nepfitomnosti urcitého pesticidu ve vodé jest€ neznamena, ze voda
neobsahuje Skodlivé produkty jeho rozkladu (Svobodova et al. 1987).

Lidska populace je vystavena plsobeni pesticidii prostiednictvim pitné vody a

konzumovaného jidla véetné ryb (Hayes 1982). V uplynulych letech zpusobilo rozsahlé
pozivani pesticidii fadu problémi, které souvisi s jejich Skodlivym efektem na vodni
ekosystém a lidské zdravi (Hanke et al. 1983). Clovék stoji na konci potravnich fetézc,
a je proto kumulaci jedit velmi ohrozen (Hartman et al.1998).
1987). Mimo to mohou nepfiznivé ovliviiovat samocistici schopnost vody, jeji pachy a
chut'.V piipadé¢ proniknuti do pitné vody ohrozuji i zdravi obyvatelstva. Né&které
pesticidy jsou 1 pro clovéka zna¢né toxické, popf. karcinogenni napi.: DDT, HCH.
(Pitter 1999).

Vedle piimé toxicity se v nékterych piipadech miiZze nepfizniv€ projevit 1

odcerpani kysliku z vody pfi jejich rozkladu (Hartman et al. 1998).



Dal§im nepiimym, ale velmi zdvaznym nasledkem kontaminace vodniho
prostiedi pesticidy je snizeni nebo Uplna likvidace ptfirozené potravni zékladny ryb.
Organismy tvofici pfirozenou potravni zékladnu jsou v fadé piipadi ve srovnani
srybami fadové citlivéjsi. Jako piiklad lze uvést pesticidy na bazi organickych
sloucenin fosforu, u nichz hodnota LCs, zjisténa v pribchu testu akutni toxicity je pro
kapra obecného 0,545 ml na 1 litr Soldepu; 0,028 ml.I"' Decemptionu EC 20; 66,8 mg.1"!
Decemptionu DP 50 a pro perloocku Daphnia magna 0,2 — 1,5.10° ml.I" Soldepu;
42.10° mLlI" Decemptionu EC 20; 0,025 mg.l' Decemptionu DP 50.
Z hygienickopotravinaiského hlediska se zneciSténi recipientll pesticidy negativné
odrazi ve zhorSené kvalit¢ rybiho masa, zapfi¢inéné pfitomnosti rezidui pesticidl

(Svobodova et al. 1987).

2.2. Triaziny

Herbicidni vlastnosti triazinii byly objeveny Svycarskou spolecnosti J. R. Geigy
Ltd. v roce 1952 (Kearney and Kaufmann 1975).

Triaziny jsou perzistentni pudni herbicidy, které pii aplikaci ve vétSich
koncentracich (5 — 20 kg.ha™) plisobi jako totalni herbicidy pouzitelné na primyslovych
prostranstvich, cestach apod., avSak v men$ich koncentracich (I — 4 kg.ha') jimi lze
selektivné hubit fadu kli¢icich pleveld napt.: ve fazolich, kukufici, chiestu a jahodach a
kolem ovocnych ket (Martin and Worthing 1974).

Triaziny jsou inhibitory fotosyntézy. Primarnim mistem uCinku je inhibice
Hillovy reakce fotosyntetického elektronového ptenosu. Triaziny siln€ inhibuji Hillovu
reakci v izolovanych chloroplastech (Corbett 1974).

Triaziny jsou pfijimany kotfeny vzchézejicich pleveli a zpisobuji jejich Zloutnuti
a hynuti. Pronikaji jen nepatrné¢ do nizsich vrstev pudy, protoze jsou malo rozpustné ve
vod¢ a na hluboko kofenici plodiny, napf.: ovocné stromy nebo ketfe maji jen maly vliv
(Cremlyn 1985).

Rada odriid kukufice a cukrové titiny je k herbicidnim w&inkim né&kterych
triazinli rezistentni. Uvedené rostliny totiz obsahuji enzym, ktery tyto chemikalie
v jejich tkdnich enzymovou hydrolyzou detoxikuje. Produkty enzymové hydrolyzy
nejsou herbicidni, takZe tyto triaziny jsou cennymi prostfedky k ochrané uvedenych
plodin pfed zaplevelenim (Metcalf 1971).

Pro specifické ucely byla vyvinuta fada triazinti, ve kterych je chlorovy atom

v poloze 2 nahrazen methylthio- skupinou (napf.: prometryne) (Martin et Worthing).

10



Triazinové herbicidy se pfipravuji reakci kyanurchloridu s pfislusnymi nukleofilnimi
¢inidly. Chlorové atomy lze nahradit jen postupné, nebot” po nahrazeni jednoho se
s-triaziny byly ziskdny nahradou chlorového atomu v poloze 2 ve slouceniné
methoxyskupinou, jako pfiklad 1ze uvést prometon, ktery se pouzivd jako totalni
herbicid. Substituce chloru v poloze 2 jinou skupinou nez methoxy- nebo methylthio-
neposkytuje acinné herbicidy (Wain 1965).

Triaziny se adsorbuji na pldnich minerdlech, ¢imz se jejich koncentrace
v ptdnim roztoku zmenSuje. Z pudniho roztoku jsou snadno pfijimany kofeny rostlin,
pficemz 2-chlortriaziny jsou ve vodé obvykle méné rozpustné nez 2-methylthiotriaziny
a methoxytriaziny (Kearney and Kaufmann 1975).

Triaziny jsou metabolizovany v rostlinach i v pidé¢, a to jak chemickymi, tak
mikrobidlnimi pochody. Po pfidani simazinu znaeného v posrannim fetézci '“C
k vyzivnému roztoku, v némz je péstovana kukufice, bavinik nebo sojovy bob, se
zjistilo, Ze rostliny uvoliiuji zna¢né mnozstvi "*CO , a identifikovany byly N-dealkyla¢ni
metabolity. N-dealkylace byla zjisténa jak u citlivych, tak u rezistentnich rostlin a je
zakladnim odbouravacim mechanismem. Monodealkylové triaziny si zachovavaji svou
fytotoxicitu, ale stavaji se net¢innymi, je-li 2-chlorskupina hydrolyzovéana na
hydroxyskupinu. V rostlinach byla pozorovana i hydrolyza 2-methylthiotriazini a 2-
methoxytriazinl. V pudach podléhaji triaziny rovnéz N-dealkylaci a substituent
v poloze 2 hydrolyze. Volné aminoskupiny jsou pak déle nahrazeny hydroxyskupinami
a nakonec dochazi ke Sté€peni triazinového kruhu za vzniku oxidu uhli¢itého. Né&které
pudni mikroorganismy jsou schopné vyuzivat triaziny jako zdroj uhliku a dusiku.
Meziproduktem Sté€peni kruhu mohou byt i biguanidiny, které mohou vzniknout
hydrolytickym odstépenim uhliku v poloze 2 ve formé oxidu uhli¢itého. Biguanidin pak
podléha dalsi hydrolyze (Kearney and Kaufmann 1975).

V nékterych ptipadech dochézi k modifikaci postranniho fetézce, napft.:
metabolismus Aqualinu v bahné a ve vodé€ probihd jako hydrolyza a dealkylace. Mezi
degradacnimi produkty nebyly nalezeny ani sulfoxidy, ani sulfony a ve vodnich
rostlindch nebyly jiz za dva tydny po oSetfeni prokazatelné zadné produkty odbouravani
(Roberts 1974).

Piipravky na bazi triazinl jsou pro ryby stfedné az siln¢ jedovaté. Klinické
pfiznaky intoxikace ryb témito pfipravky se projevuji pifevazné¢ Gtlumovymi fazemi.

Charakteristickym ptfiznakem intoxikace ryb je tvorba transuddtu v dutiné té€lni a
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v travicim Ustroji. Pfitomnost transudatu vyvolava viditelné zvétSeni télni dutiny, u
plidku pstruha duhového mize dochazet v nékterych piipadech az k ruptute télni stény
(Svobodova et al. 2007). Hematologickym vySetfenim 2 letych kaprt drzenych
v koncentracich 0,5-1 mg.l' atrazinu byly zjist€ny zmény svéd¢ici o snizeni
nespecifické odolnosti organismu. Negativni vlastnosti triazinovych herbicidi je jejich
velmi nizké biologicka rozloZitelnost a tim dlouhodobé pretrvavani rezidui ve vodnim
prostiedi (Svobodova et al. 1987).

Pitter (1999) uvadi, ze z trazinovych herbicidi dominoval v letech 1995 az 1996
v povrchové vodé Labe, Vitavy a Zelivky jednoznadnd atrazin s koncentraénim
rozmezim od 50 ng.I' do 500 ng.l'. Projevuje se sezoénni aplikace tohoto herbicidu
s maximalnimi nalezy v letnich mésicich. Déle bylo zjisténo, Ze koncentrace triazinQ
v prazské pitné vodé se v letech 1995/1996 obvykle pohybovaly v rozmezi asi od 50
ng.l" do 100 ng.l'. V soucasné dobé jsou ve vodnim prostiedi nejcastéji zjistovany

koncentrace simazinu (0,06 pg.1") a terbutrynu (0,02 pg.I") (VURH JU et CHMU).
2.2.1. Metribuzin
Metribuzin (CsH1sN4OS) je pesticid na bazi triazind. Chemicky vzorec: 4-amino-

6-(1,1-dimethylthio-3-(methylthio)1,2,4-triazin-5(4H)-one (EC/AC 1986).

Obr.¢.1: Strukturalni vzorec metribuzinu (OEHHA 1999)
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Metribuzin je herbicid ureny na ochranu riznych zemédélskych plodin.
V Kanad¢ bylo v 90. letech kazdoro¢né pouzito mnozstvi mezi 100 az 500 tun (EC/AC
1986). Je Siroce pouzivan hlavné¢ v USA a Kanad¢. Metribuzin se zafadil na 17. misto
v pofadi nejpouzivangjSich herbicidli aplikovanych na hlavni zeméd¢€lské plodiny

v USA v roce 1995, kdyz bylo pouzito 700 tun tohoto ptipravku na 2,4 milionu hektarti
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zemédéelsky vyuzivané plochy (Anderson and Magleby 1997). Nejvyssi koncentrace
metribuzinu se pouzivaji pfi oSetfovani sojovych bobil, naopak mensi mnozstvi jsou
aplikovana na pSenici, brambory a cukrovou titinu (Pauli et al. 1990).

Metribuzin, podobné jako jiné herbicidy na bézi triazini je nachylny k odtoku do
povrchovych vod, diky jeho fyzikalnim a chemickym vlastnostem: rozpustnost ve vodé
= 1,220 mg.I""; tlak vodni pary < 1,3 mPa (Pauli et al. 1990). Pauli et al. (1990) také
prokdzal, ze metribuzin mize dosahovat velmi vysokych koncentraci v povrchovém
odtoku vody, a to az 390 g.I"'. Ackoli skute¢né namé&fené environmentalni koncentrace
metribuzinu ve vodé jsou vétsinou mensi nez 25 pg.l" (Battaglin et al. 2001).

Z pudy byva odstranén piedev§im mikrobidlnimi procesy. Nejrychleji je
odbouravan z pudy houbou Cunninghamella echinulata, ktera je zodpovédna za jeho
deaminaci (Pritchard 1986). Metribuzin je také mirné absorbovan pidou s vysokym
obsahem jilovitych ¢éastic nebo ptidou organicky zatizenou. Absorbce vsak klesa se
zvySujicim se pH plidy. MnoZstvi metribuzinu, které se dostava do podzemni vody je
inverzni funkci k organickému zatizeni pudy (EC/AC 1986).

Podle Mayera and Ellersiecka (1986) je metribuzin relativn€é malo toxicky
k rybdm a vodnim bezobratlym a toxické hodnoty pro vodni zivo€ichy uvadéji nad 10
ug.I" (EC 5). Nicméné Fairchild et al. (1998) uvadi, ze metribuzin je extrémné toxicky
k 10 druhtim blize neurcenych vodnich makrofyt a tas pfi koncentracich dosahujicich
14 az 152 pg.1", pficemZ primérma hodnota toxicity vodnich rostlin byla 31 pg.I" a dale
uvadi, ze je jedovaté¢jsi k vodnim rostlindm nez atrazin.

Ort et al. (1994) uvadi, Ze u ryb a vodnich bezobratlych nebyly pozorovany
z4dné pfimé ani nepifimé ptiznaky pii pusobeni metribuzinu v koncentracich do 7,1
pg.lt.

Metribuzin, stejn¢ jako ostatni herbicidy na bazi triazinl naruSuje fotosyntetické
procesy Siroké palety rostlin tim, Ze blokuje fotosystem II Hillovy reakce (Pauli et al.
1990).

Polocas rozpadu metribuzinu v piidé se pohybuje mezi 2,5 az 4 mésici a ve vodé
trva piiblizn€ 7 dnt (RSCH 1988). Naopak Pauli et al. (1990) uvadi polocas rozpadu
v pude¢ jen 30 dnta a ve vodé 5 dnt.

U metribuzinu nebyly zjistény zadné prokazatelné karcinogenni nebo mutagenni

ucinky (Hayes et al. 1981).
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2.3. Pyrethroidy

Pyrethriny jsou kontaktni insekticidy ziskané z kvéta rostliny Chrysanthemum
cinerariaefolium a je pouZzivany jiz od davnych dob. Odrida rostouci v horskych
oblastech Keni poskytuje nejvétsi podil aktivnich slozek a péstuje se pro komeréni
ucely také na Kavkaze, v franu, Japonsku, Ekvadoru a na Nové Guinei (Woods 1974).
Vyroba pyrethrinli se datuje ptiblizné od roku 1850. Vroce 1965 ¢inila svétova
produkce pyrethra ptiblizné 20 000 tun, z ¢ehoz na Keiu ptipadlo kolem 10 000 tun
(Cremlyn 1985).

Vyznam pyrethrin  spocivd vjeho mimotfadné rychlém omracujicim
(knockdown) uc€inku na létajici hmyz, projevujicim se béhem nékolika sekund a ve
velmi malé toxicité pro savce, kterd je dana jeho snadnou pfeménou na netoxické
produkty. Na rozdil od DDT neni pyrethrum perzistentni a nezanechava toxicka rezidua,
¢imz lze vysvétlit, pro¢ tento insekticid nema tendenci vést k vyvoji rezistentnich
hmyzich populaci. Pyrethriny se pouZivaji proti skiidetim v uskladnénych potravinach,
proti Skiidcim v domécnosti 1 v primyslu. Pyrethrové aerosolové spreje jsou pro
bezpecné pouziti a rychly Gc¢inek vynikajicimi insekticidy pro pouziti v bytech (Martin
and Worthing 1974).

Velkou nevyhodou pyrethrint, zvIasté jako prostiedki proti zeméd€lskym
Skidctim, je prave jejich nedostateCnd perzistence dand nestabilitou na vzduchu pfi
osvétleni. Casto se stava, Ze se hmyz po styku se subletalni davkou pyrethrinti zotavi, a
proto se v praxi tyto latky vétSinou musi misit s malym mnozstvim jiného insekticidu,
aby bylo zaruc€eno, Zze nedojde k zotaveni hmyzu (Cremlyn 1985).V poslednich tficeti
letech byly pyrethriny postupné nahrazovany jejich syntetické analogy - pyrethroidy,
zejména vzhledem k jejich fotostabilité. Rozpustnost pyrethroidii ve vodé je velmi
nizka, naopak liposolubita je velmi vysokd. Pfitomnost halogenti v nékterych
pyrethroidech piispiva k vétsi perzistenci poskytujici lepsi rezidudlni aktivitu vici
hmyzu, ale také ke zvySeni potencionalniho negativniho Uc¢inku na Zivotni prostredi
(Bradbury and Coast 1989; Yildirim et al. 2006).

Pyrethroidy je podle Hayese (1994) mozné rozdélit podle jejich chemické
struktury a mechanismu ucinku na dva typy:

« Pyrethroidy prvniho typu (neobsahuji a- kyano skupinu, napft.:permethrin)

reverzibilng blokuji sodikové kandly nervovych vlaken a tim prodluzuji fazi

jejich depolarizace, a to se nakonec projevi jako tremor.
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« Pyrethroidy druhého typu (obsahuji a- kyano 3 fenoxybenzyl skupinu,
napf.: cypermethrin, deltamethrin, fenvalerat) reverzibiln€ blokuji sodikové
kanaly. nervovych vlaken a také ovlivituji GABA receptory v nervovych

vlaknech

Pyrethroidy se vSeobecné vyznacuji nizkou toxicitou pro savce, ale vysokou
toxicitou pro hmyz a ryby. Primarné byva zasazen nervovy systém, o ¢emz svédci 1
rozsahlé posSkozeni nervové tkané prokazané histologickymi studiemi. Schopnost
hmyzu zotavit se po styku se subletdlni davkou pyrethroidli je zpisobena rychlou
enzymovou detoxikaci in vivo, pravdépodobné ucinkem riznych mikrosomalnich
oxidaz (Jacobson and Crosby 1971).

Pyrethroidy ptsobi jak na periferni, tak na centradlni nervovy systém, kde
vyvolavaji opakované depolarizace nasledované kieCemi zasazeného hmyzu. Pii
aplikaci vétSich koncentraci pyrethroidit dochazi k zablokovani vedeni nervovych
vzruchti (Corbett 1974).

Pyrethroidy jsou velmi toxické pro ryby ( hodnota LCs, je obecné pod 10 pg.1™),
a proto je velmi nebezpecné jejich pouziti v blizkosti vodnich tokii (Bradbury and Coast
1989b).

V chovech ryb jsou pyrethroidy (pfedevSim na bazi deltamethrinu) pouzivany ve
skandinavskych zemich proti parazitdrnim onemocnénim vyvolanych Lepeophtheirus
salmonis ve farmovych chovech lososovitych druhti ryb (Noga 1996).

Klinické ptiznaky otravy ryb pyrethroidy nejsou specifické. Zjistovany jsou
poruchy dychéani, ptipadné¢ ,tanecni pohyby“. Z patologickoanatomickych zmén
vystupuje do popiedi pfitomnost malého mnozstvi transudatu v dutiné télni (Sobodova
et al. 2007).

Insekticidni ucinnost pyrethroidi je vétsi pti nizSich teplotach (negativni teplotni
koeficient). Blokujici u¢inek pyrethroidii na nervové vedeni pfi negativnim teplotnim
koeficientu je pravdépodobné zplisoben rychlejsi detoxikaci pii vysSich teplotach. Toto
blokovani je primarni pfic¢inou insekticidni u¢innosti pyrethroid (Corbett 1974).

Pyrethroidy jsou jedinymi insekticidy, které se komeréné formuluji se
synergickymi latkami, protoze zvySuji ucinek insekticidu béhem jeho omezené
zivotnosti. Mechanismus ucinku synergickych latek pravdépodobné spociva v inhibici
oxidaz, které se podileji na detoxikaci aktivni latky. Synergické latky na bazi

methylendioxyfenylovych derivatl jsou metabolizovany oxida¢nimi pochody, které
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jsou stejné jako ty, jez tvofi soucast odbourdvaciho procesu pyrethroidi. Enzymovy
systém je pfijima jako ndhrazku za pyrethroidy a tim je inhibovdn metabolismus
insekticidné ucinné latky (Martin 1973).

Obavy vyvolava potenciondlni riziko pro vodni organismy (zvIasté pro ryby),
vzhledem k jejich toxicité prokdzané ve standardnich laboratornich testech. Situace
v ptirodnich podminkach je odliSna od uméle udrZzovanych konstantnich podminek
béhem laboratornich testii. Dilezitym faktorem je rychld absorbce pyrethroidii na
sediment, organicky material a rostliny, ktera vyrazn€ snizuje biologickou dostupnost

pesticidll a tim 1 riziko pro vodni organismy (Hill et al. 1994).

2.3.1. Bifenthrin

Bifenthrin je synteticky pyrethroid. Bifenthrin je kontaktni insekticid, pouzivany
kochran¢ plodin (vinna réva, chmel, fepka, hoicice, pSenice, brambory, cukrova fepa,
hrach). Bifenthrin ma nékteré strukturdlni podobnosti s cypermethrinem,
tetramethrinem a permethrinem, ale je charakterizovan vétsi svételnou stalosti a
insekticidni aktivitou. Ovliviiuje nervovou soustavu hmyzu a zplsobuje jeho ochrnuti
(Extoxnet 1995).

Bifenthrin (C,;3H2,CCF;0,) je svétle hnédd latka s aromatickym zapachem.
Chemicky vzorec je: 2-methylbiphenyl-3-ylmethyl (Z)-(1RS,3RS)-3-(2-chloro-3,3,3-
trifluoroprop-1-enyl)-2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate.

Je rozpustny v methylchloridu, chloroformu, acetonu, toluenu a v éterech a je

malo rozpustny v methanolu (Patty 2001).
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Obr.¢. 2: Strukturalni vzorec bifenthrinu (Hoagland et al 1993)
o}
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Je odolny k nizkému tlaku pary a ma velmi nizkou rozpustnost ve vod¢ (Fecko
1999). Patty (2001) udava u bifenthrinu molarni hmotnost 4229 a teplotu tani 68-70,6
°C.

Bifenthrin je relativné staly a siln¢ se vaze v pudé. Jeho polocas rozpadu v ptidé
je od 122 do 345 dnt, v zavislosti na typu pudy a mnozstvi vzduchu v ptd¢. Bifenthrin
je nejvice staly synteticky pyrethroid zjistény v padach (US EPA 1999). Jeho polocas
rozpadu ve vodé pohybuje od 5 do 600 dnli. Vypatovani z povrchu hladiny mtze byt
zmirnovano pohlcovanim sedimenty a nerozpusténymi latkami ve vodnim sloupci
(Fecko 1999). Ve vzduchu mtze bifenthrin existovat jak ve skupenstvi pevném, tak ve
skupenstvi plynném. Ve vzduchu ma bifenthrin polocas rozpadu mezi 13 hodinami az 7
dny (US DA 1999).

Bifenthrin je pro savce klasifikovan jako mirné toxicky. Neni Zadny dilkaz o

tom, ze by byl karcinogenni nebo genotoxicky (JMPR 1992).

3. Metodika

3.1. Test akutni toxicity na rybach
Testy toxicity na organizmech vodniho prostfedi maji svou nezastupitelnou

ulohu pfi hodnoceni nové vyvinutych a do praxe zavadénych chemickych latek a
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pfipravklil vcetné pesticidi. Tyto testy maji rovnéz velky vyznam pii hledani a
usvédcovani plivodct havarii na povrchovych a podzemnich vodach. Pii hodnoceni
akutni toxicity chemickych latek se zjistuji hodnoty LC50 (letalni koncentrace pro 50%
testovacich organizmi-v testech na rybach) (SVOBODOVA et al. 2000).

Stanovené hodnoty 96hLC50 umoziiuji zatfadit testované pesticidy do tiid
toxicity. Hodnoceni chemickych latek a ptipravka vCetné pesticidii se v soucasné dobé
provadi podle Zakona ¢. 356/2003 Sb. o chemickych latkach a chemickych ptipravcich.
Testované latky a pfipravky se oznacuji z hlediska specidlnich rizik néasledujicimi R

vétami (Svobodova et al. 2003):

R50: vysoce toxické pro vodni organismy LC(EC, IC)50 < 1 mg.I"!

R51: toxické pro vodni organismy 1 mg.I"' < LC(EC, IC)50 <10 mg.1"!
R52: $kodlivé pro vodni organismy 10 mg.l" < LC(EC, IC)50 < 100 mg.I"!

R53: miiZe vyvolat dlouhodobé nepriznivé ucinky ve vodnim prostiedi LC(EC,
IC)50 > 100 mg.1"!

Pti provadéni testl toxicity na rybach byly dodrzeny zasady zakona ¢.246/1992
Sb. na ochranu zvifat proti tyrani a vyhlasky Mze CR &. 311/1997 Sb. o chovu a vyuziti
pokusnych zvitat.

Stanoveni akutni letalni toxicity latek pro sladkovodni ryby bylo provedeno
podle standardné operacniho postupu SOP 01, ktery vychazi z normativnich postupii
CSN EN ISO 7346-2 ,Jakost vod-Stanoveni akutni letalni toxicity latek pro
sladkovodni ryby/Brachydanio rerio Hamilton Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)/ Cast
2: Obnovovaci metoda” OECD 203 ,,Fish Acute Toxicity Test”.

3.1.1. Princip a podminky testu

Ryby byly vystaveny po dobu 96 hodin riznym koncentracim pesticidi Sencor
70 WG a Talstar 10 EC rozpusténych ve standardné pfipravené fedici vodé, soucasné
byly nasazeny ryby do fedici vody bez testované latky - kontrola.

V pribéhu testu se kontroloval stav a chovéani ryb a byli odlovovani uhynuli
jedinci. V Casovém useku 24, 48, 72 a 96 hodin se zaznamenavaly celkové pocty

uhynulych ryb, teplota, pH, procentické nasyceni vody kyslikem v jednotlivych
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koncentracich a v kontrolnim akvariu. Z téchto hodnot se stanovi stfedni letalni
koncentrace LC50 v ¢asovém tseku 96 hodin (96hLC50) (SVOBODOVA et al. 2000).
Ryby byly po dobu 96 hodin testovany ve 20 1 akvariich o primérné teploté
vody 18 °C. Byla pouzita vodovodni voda, kterd byla aeraci zbavena chloru. Po dobu
pokusu byl nastaven svételny rezim s 12 hodinovym osvétlenim. Béhem testu ryby

nebyly krmeny a dostatek kysliku byl zajistén provzdusiovanim vody.

3.1.2. Pokusné ryby

Jako pokusnd ryba byl pouzit kapr obecny (Cyprinus carpio L.) stejného
ptvodu. Ryby byly homogenni a v dobrém zdravotnim stavu.

Ke stanoveni 96hLC50 Sencoru 70 WG byly pouzity ryby s prumérnou
hmotnosti 21,9 g (5 - 33,1 g) a s primérnou celkovou délkou té€la 123 mm (95 - 138
mm).

Ke stanoveni 96hLC50 Talstaru 10 EC byly pouzity ryby s primérnou hmotnosti

15,3 £4,57 a s prumérnou celkovou délkou téla 75 + 5,34 mm.

3.1.3. Pracovni postup

Adaptace ryb: Pred testem byly ryby aklimatizovany 7 dnl v fedici vodé se
stejnym osvétlenim a teplotou jako pfi vlastnim testu.

Ptiprava koncentra¢ni fady: Pro Sencor 70 WG je v mg.l"', pro Talstar 10 EC je
v ug.l" (pfi testovani latky o neznamé toxicité se rozsah koncentraci pro zakladni test
stanovi na zdklad¢ vysledki predbézného testu). Testovany vzorek byl davkovan

formou roztoku do jednotlivych testovacich akvarii.

3.1.4. PfedbéZny test

Ptedbézny test se skladal ze 6 koncentraci testované latky (pfedkladanych v
Sirokém rozmezi) a kontroly,. U piipravku Sencor 70 WG v koncentracich: 0,1 mg.1";
10 mg.l"; 50 mg.I"; 100 mg.I''; 200 mg.l"; 300 mg.I"'. U pfipravku Talstar 10 EC v
koncentracich: 5 pug.I'; 10 pg.l'; 20 pg.l'; 50 pg.l'; 100 pg.l'; 500 pg.l'; 1000 pg.l”.
Do jednotlivych koncentraci testované latky a kontroly bylo nasazeno 5 ks nédhodné
vybranych ryb. Na zacatku testu a dale ve 24 hodinovych intervalech byla méiena
teplota, pH a koncentrace rozpusténého kysliku. Po 48 hodinéach byly ryby pieloveny do
Cerstvé pripravenych roztokl testované latky. V pribéhu testu bylo sledovano a

zaznamenavano chovani ryb a jejich mortalita. Po ukonceni testu byla zmétena celkova
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délka téla a vaha u 10 % testovanych ryb a byla zaznamenana do pracovniho protokolu.

Na zéaklad¢ vysledkt tohoto testu byla stanovena koncentracni fada pro zékladni test.

3.1.5. Zakladni test

Zakladni test se skladal ze 6 rliznych koncentraci testované latky (v rozmezi
stanoveném v predbézném testu) a kontroly. U pfipravku Sencor 70 WG v
koncentracich: 100 mg.I""; 150 mg.I""; 200 mg.I""; 230 mg.I""; 260 mg.I"'; 300 mg.I". U
piipraku Talstar 10 EC v koncentracich: 20 pg.I"; 40 pg.I'; 60 pg.I'; 80 pug.I”'; 100 ug.I
120 pgl'; 140 pgl'.

Do pfipravenych koncentraci a kontroly bylo nasazeno po 10 kusech nahodné
vybranych ryb. Na zacatku testu a ve 24 hodinovych intervalech byla métena teplota,
pH a koncentrace rozpusténého kysliku. Po 48 hodinovych intervalech byly ryby
preloveny do cerstvé pfipravenych roztokt testované latky. V pribéhu testu bylo
sledovéano a zaznamenavéano chovani ryb a jejich mortalita. Po ukonceni testu se zmétila
celkova délka téla a véha u 10 % testovanych ryb.

V pribéhu testu ¢ast ryb uhynula. Po ukonceni testu byli jedinci, ktefi ptezili (s
vyjimkou ryb v kontrolni skupin¢), usmrceni oxidem uhli¢itym vyrobenym v sifonové
lahvi. Usmrceni bylo provedeno bezprostfedné po skonceni testu osobou zptsobilou

podle § 17 zakona CNR ¢&. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani.

3.1.6. Platnost testu (validace)
podle Svobodové et al. (2000)
Vysledky se povazuji za platné, jestlize jsou splnéna nésledujici kritéria:
* koncentrace rozpusténého kysliku v testovanych roztocich a v kontrole béhem
celého testu nepoklesla pod 60 % nasyceni
* koncentrace testované latky b&hem testu neklesla pod 80 % nomindlni
koncentrace
* mortalita kontrolnich ryb neptekrocila 10 %
« zjiSténa hodnota 24hL.C50 standardu je ve shod¢ s vysledky odpovidajicimi pro

tento standard
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3.1.7. Vyhodnoceni testu
V pribéhu testu byla sledovdna a zaznamenavana mortalita ryb a vysledky byly
vyhodnoceny probitovou analyzou. Nedilnou soucasti bylo samoziejmé vyuziti

vypocetni techniky (Program Eko-Tox 5.1).

3.2. Biochemické a hematologické vySetireni krve

Pro stanoveni biochemického a hematologického profilu krve kapra obecného po
pusobeni pesticidi Sencor 70 WG a Talstar 10 EC byly ryby vystaveny 96 hodinovému
pusobeni 96hL.C50 (Sencor 70 WG: 250,2 mg.1"!, Talstar 10 EC: 57,5 pg.I""). Hodnoty
96hLC50 byly stanoveny akutnimi testy toxicity. Testy byly provadény ve 3 akvariich
(1 kontrola, 2 experimentalni s testovanou latkou) o objemu 200 1.

Pro stanoveni biochemického a hematologického profilu krve kapra obecného
bylo testovano 20 kust kontrolnich ryb a 40 kust pokusnych ryb.

Na zacatku testu a ve 24 hodinovych intervalech byla méfena teplota, pH a
koncentrace rozpusténého kysliku. Po 24 hodinovych intervalech byly ryby pfeloveny
do cCerstvé pfipravenych roztokid testované latky. V pribéhu testu byla sledovédna a
zaznamenavana mortalita a chovani ryb. Po 96 hodinach byl proveden odbér krve pro
stanoveni biochemického a hematologického profilu krve u 15 kust kontrolnich a 15
kust pokusnych ryb. Po ukonceni testu se zméiila celkova délka téla a vaha testovanych
ryb.

Ryby pouzité ke stanoveni hematologického a biochemického profilu krevni
plazmy po expozici Sencoru 70 WG mély primérnou hmotnost 480,67 g (265 - 695 g) a
prumérnou celkovou délku téla 307 mm (28 - 340 mm).

Ryby pouzité ke stanoveni hematologického a biochemického profilu krevni
plazmy po expozici Talstaru 10 EC mély primérmou hmotnost 832,5 + 167,89 g a

prumérnou celkovou délku téla 366,25 + 19,88 mm.

3.2.1. Odbér krve

Nejvhodnéjsi metodou odbéru krve u ryb s vyssi hmotnosti je punkci ocasnich
cév pomoci heparinizované injekéni jehly o prasvitu do 0,5 mm. Pii heparinizaci je
nutné dbat na to, aby heparin vytvoiil pouze jemny film na vnitini sténach jehly
(Svobodova et al. 1986).

Vlastni nabér krve byl proveden tak, Ze ryba byla po vyloveni z vody rychle

fixovana Ctvercem papirové vaty za jeji hibetni ¢ast. Ventralni ¢ast trupu byla volné
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pfistupnd. Na ventralni stran¢ ocasniho ndsadce, kaudalné¢ od baze fitni ploutve byla
strzena neparova Supina. Po osuseni mista se byla zavedena ve stfedni roving, asi 1 cm
kaudalné od fitni ploutve, kraniodorzalnim smérem pod thlem 45° injek¢ni jehla pevné
nasazenda na konus heparinizované jednorazové injekeni stiikacky (obr. €. 3). Jehla byla
zavedena pomalu mirnym mirnym tlakem, jimz byl piekonan odpor okolni svaloviny.
Takto pifi Setrném postupu doslo nejprve k nabodnuti ocasni zily, coz se projevilo
unikem krve z konusu jehly do stiikacky. Pti rychlejS$im postupu hrot jehly projede
zpravidla Zilou, ale 1 tepnou a narazi na tvrdou piekazku obratlového téla. V tomto
ptipadé se jehla mirné povytdhne a odebira se krev z tepny nebo zily, coz neni snadné
vzdy odlisit ( Doubek et al. 2003).

Ke stabilizaci krve byl pouzit vodny roztok sodné soli heparinu (Heparin
SPOFA inj.). Pro stabilizaci 1ml krve ryb sta¢i 0,01 ml (1 kapka) vodného roztoku
heparinu.

Odebrana krev byla odstfed’ovana v chlazené odstiedivce po dobu 10 minut. Po

centrifugaci nesrazlivé krve a nasledné separaci plazmy byla separovana plazma

uloZena v mrazicim boxu pfi teploté - 85°C.

Obr. €. 3: Odbér krve punkci ocasnich cév

3.2.2. Stanoveni biochemickych ukazatelua

Ukazatele v krevni plazmé byly stanoveny biochemickym analyzatorem krve
typu VETTEST 8008 od firmy Medisoft international LTD. Pracuje na principu suché
chemické technologie a kolorimetrické reakci (6 zdroji svétla o rtizné vinové délce). K
analyze je tfeba 0,075 ml plazmy. Analyzator tidi pocitac. Analyza probihda na
selektivnich testovacich discich (multi-layer film slides, Kodak) s laserovym ¢tenim bar
- koédl. Celkem lze stanovit 21 biochemickych parametrii krve u 27 druhii zvifat.

Soucasné Ize stanovit 1 - 12 biochemickych parametrti za 9 minut.
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K interpretaci vysledkii byly pouzity nasledujici biochemické ukazatele a
hodnoty které jsou povazovany za fyziologické u kapra (Svobodové et al. 1986):
Glukéza (GLU)
Koncentrace glukdzy v krevni plazmé kapra se pohybuje v rozsahu 2 - 5 mmol.I"".
Celkové bilkoviny (TP)
Koncentrace celkovych bilkovin v krevni plazmé kapra se pohybuje v rozsahu
20-40 g1,
Triglyceridy (TRIG)
Koncentrace triglyceridd v krevni plazmé kapra se pohybuje v rozsahu 1 - 4 mmol.1".
Amoniak (NH3)
Hladina amoniaku v krevni plazmé ryb je velmi variabilni, je siln€ ovlivnéna plisobenim
riznych endogennich a exogennich faktorl. Koncentrace amoniaku v krevni plazmé
kapra se pohybuje v rozsahu 200 - 800 umol.I".
Alanin aminotransferdza (ALT)
Aktivita alanin aminotransferazy v krevni plazme¢ kapra se pohybuje v rozsahu
0,05 - 0,32 pkal.l".
Aspartat aminotransferaza (AST)
Aktivita aspartat aminotransferazy v krevni plazmé kapra se pohybuje v rozsahu
0,25 - 3,50 pkal.l"".
Laktat dehydrogendza (LDH)
Aktivita laktat dehydrogendzy v krevni plazmeé kapra se pohybuje v rozsahu
2,25 - 4,50 pkat.I'".
Déle byly pouzity biochemické ukazatele u kterych nebyly stanoveny normaly:
Kreatin kinaza (CK)
Aktivita kreatin kindzy v krevni plazmé& kapra se pohybuje v rozsahu 9,8 — 60,2 pkat.l".
Alkalicka fosfataza (ALP)
Koncentrace alkalické fosfatazy v krevni plazmé kapra se pohybuje v rozsahu 0,15 — 5,1
pkat.I",
Anorganicky fosfat (PHOS)
Koncentrace anorganického fosfatu v krevni plazmé kapra se pohybuje v rozsahu 1,01 —
2,51 mmol.I"".
Kalcium (Ca’")

Koncentrace kalcia v krevni plazmé kapra se pohybuje v rozsahu 2,0 — 16,1 mmol.1".
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Biochemické ukazatele v krevni plazmé byly vyhodnoceny pomoci statistického

programu Statistika 8.0.

3.2.3. Stanoveni hematologickych ukazatelii
3.2.3.1. Stanoveni po¢tu erytrocyti

Stanoveni poctu erytrocyti (Er) u ryb se provadi v heparinizované krvi fedéné
Hayemovym roztokem v poméru 1: 200. K fedéni krve se pouziva tzv. banickové
metody dle Biirkera. Pipetou se naplni pocitaci Biirkerova komurka natedénou krvi.
Erytrocyty se pocitaji ve 20 velkych ¢tvercich. Pocita se pii 200nasobném zvétSeni. Pri
pocitani se postupuje tak, ze se pocitaji vSechny erytrocyty uvnitf Ctvercii, aniz se
dotykaji ne¢které z jejich stran. Z erytrocytl, které se dotykaji stran se pocitaji jen ty,
které se dotykaji pravé a horni strany bud’ uvnitf nebo vné. Celkové napocitané
mnozstvi erytrocytll se ndsobi ¢islem 0,01 a vysledny pocet je mnozstvi erytrocyt
udavané v T.I'. Poclet erytrocyti se u kapra pohybuje v rozmezi 1,1 — 1,8 T.I"
(Svobodové et al. 1986).

3.2.3.2. Stanoveni koncentrace hemoglobinu

Ke stanoveni koncentrace hemoglobinu (Hb) v krvi ryb je pouZzivana
fotometricka kyanohemiglobinova metoda. Princip metody spociva v tom, ze pomoci
transformaéniho roztoku se hemoglobin uvolni z erytrocyti a pfeméni se na staly
kyanohemiglobin, ktery se stanovi fotometricky. Jako transformacni roztok byl pouzit
roztok dle van Kampena a Zijlstra. Koncentrace hemoglobinu v krvi kapra se pohybuje

v rozsahu 60 - 100 g.I"' (Svobodové et al. 1986).

3.2.3.3. Stanoveni hematokritové hodnoty

Hematokritova hodnota (PCV) vyjadiuje objem erytrocytii k celkovému objemu
krve. Ke stanoveni hematokritovych hodnot se pouZzivaji heparinizované kapilarky o
délce 7,5 cm. Cerstvé odebrana krev se nasaje do kapildrek do 2/3 vysky a Gisty konec
se utésni pomoci specialni modelovaci hmoty. Pak se kapilarky vlozi do hematokritové
odstfedivky a odstted’uji se po dobu 3 minut. Po odstfedéni se pomoci posuvného

mefitka s noniem odecCtou procenta hematokritu. Zjisténa hodnota v procentech se
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vynasobi koeficientem 0,01 a vysledna hodnota je hodnota PCV v LI"'. Hematokritova
hodnota v krvi kapra se pohybuje v rozsahu 0,28 - 0,40 L.I"" (Svobodové et al. 1986).

Obr. ¢. 4: Kapilarky s krvi po odstiedéni a méfeni hematokritu pomoci posuvného
métitka

3.2.3.4. Stanoveni stiedniho objemu erytrocyti
Hodnota stfedniho objemu erytrocytu (MCV) se vypocitd z hematokritové
hodnoty (PCV) udané v LI"" a poctu erytrocyti (Er) v T.I"! dle nasledujiciho vzorce:

PCV -1 000

MCV =
Er

Hodnota stfedniho objemu erytrocytu udavana ve fentolitrech (f1) se pohybuje u
kapra v rozmezi 200 — 300 fl a u pstruha duhového v rozmezi 350 — 400 {1 (Svobodova
et al. 1986).
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3.2.3.5. Stanoveni stfedni barevné koncentrace

Stiedni barevnd koncentrace (MCHC) vyjadiuje koncentraci hemoglobinu v
objemové jednotce erytrocytu. Vypoéitd se z hodnoty hemoglobinu (Hb) v g.l' a z
hematokritové hodnoty (PCV) v L1"" dle nasledujiciho vzorce:

Hb
PCV

MCHC =

Hodnota stfedni barevné koncentrace se pohybuje u kapra v rozmezi 200 — 260 g.I" a u

pstruhti duhovych v rozmezi 170 — 200 g.1"' (Svobodova et al. 1986).

3.2.3.6. Stanoveni hemoglobinu erytrocytu

Hodnota hemoglobin erytrocytu (MCH) vyjadfuje primérnou koncentraci
hemoglobinu v jednotlivych erytrocytech a udava se v pikogramech (pg). Vypocitava se
z hodnoty hemoglobinu (Hb) v g.I'' a z poctu erytrocytti (Er) v T.I"' dle nasledujiciho

VZOorce:

Hb
MCH=——-
Er
Hodnota hemoglobin erytrocytu se pohybuje u kapra v rozmezi 50 — 60 pg (Svobodova

et al. 1986).

3.2.3.7. Stanoveni poctu leukocytu

Stanoveni poctu leukocytli (Leuko) u ryb se provadi v heparinizované krvi
fedéné roztokem dle Prochazky a Skroba v poméru 1: 200. K fedéni krve se pouziva
tzv. banickové metody dle Biirkera. Pipetou se naplni pocitaci Biirkerova komtrka
nafedénou krvi. Leukocyty se pocitaji ve 100 velkych ctvercich. Pocitd se pfi
200nasobném zvétseni. Pii pocitani se postupuje tak, ze se pocitaji vSechny leukocyty
uvnitt ¢tvercl, aniz se dotykaji nekteré z jejich stran. Z leukocytti, které se dotykaji
stran se pocitaji jen ty, které se dotykaji pravé a horni strany bud’ uvnitf nebo vné.
Celkové napocitané mnozstvi leukocytii ve 100 velkych ¢tvercich je pocet leukocytl
udavany v G.I"'. PocCet leukocyti se u kapra pohybuje v rozmezi 10 — 80 G.I"
(Svobodova et al. 1986).
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4. Vysledky a diskuse

V této kapitole jsou vyhodnoceny testy akutni toxicity pesticidli na bazi triazinti
(Sencor 70 WG) a na bazi pyrethroida (Talstar 10 EC) pro kapra obecného (Cyprinus
carpio L.) v ¢asovém useku 96 hodin. Zaroven tato ¢ast obsahuje vyhodnoceni vlivu

téchto pesticidii na biochemicky a hematologicky profil krve pokusnych ryb.

4.1. Sencor 70 WG

4.1.1. Stanoveni 96hLC 50 Sencoru 70 WG

Ryby pouzité v pribéhu piedbézného testu byly homogenni a v dobrém
zdravotnim stavu. Jednalo se o plidek kapra obecného, jehoz celkova délka téla se
pohybovala v rozmezi od 95 mm do 138 mm (¢ 123 mm). Hmotnost ryb se pohybovala
v rozmezi od 5 gdo 30 g (9 21,9 g).

Teplota vody béhem ptredbézného testu se pohybovala mezi 17,4 — 18,9 °C, pH
bylo 7,38 — 7,97 a nasyceni vody kyslikem mezi 92 - 99 %. Udaje o predb&zném testu
jsou uvedeny v ptiloze (tab. ¢. 1). Fyzikdln¢ chemické vlastnosti vody béhem
piedbézného testu jsou uvedeny v priloze (tab. €. 2).

Ryby pouzité v pribé¢hu zékladniho testu byly homogenni a v dobrém
zdravotnim stavu. Jednalo se o plidek kapra obecného, jehoz celkovéa délka téla se
pohybovala vrozmezi od 105 mm do 148 mm (¢ 129 mm). Hmotnost ryb se
pohybovala v rozmezi od 6 g do 32,1 g (9 22,27 g).

Teplota vody béhem zékladniho testu se pohybovala mezi 17,8 — 19,5 °C, pH
bylo 7,50 — 8,03 a nasyceni vody kyslikem mezi 87 - 100 %. Udaje o zakladnim testu
jsou uvedeny v piiloze (tab. ¢. 3). Fyzikdln¢ chemické vlastnosti vody béhem

predbézného testu jsou uvedeny v ptiloze (tab. ¢. 4).
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Tabulka ¢. 9: Test akutni toxicity 96hLC50 u kapra obecného po plisobeni Sencoru 70
WG

Koncentrace (mg.1") Moralita ( %)
Kontrola 0
100 0
150 0
200 0
230 10
260 50
300 100

Vysledkem akutniho testu toxicity je hodnota 96hL.C 50 pro Sencor 70 WG.

96hL.C 50 = 250,2 mg.I"'s 95% intervalem spolehlivosti (-19,5; +18,1)

96hLC 0 =203,3 mg.I"
96hLC 100 =308,0 mg.I"

Na zakladé zjisténé hodnoty 96hLC50 ( 250,2 mg.I"") mize byt pripravek Sencor
70 WG zatazen do skupiny latek, které mtizou vyvolat dlouhodobé neptiznivé uinky ve
vodnim prostiedi: rizikova véta R 53 uvadi, Ze hodnoty 96hLC50 jsou vétsi nez 100
mg.l". Hodnota 96hLC50 pro Sencor 70 WG (250,2 mg.I"") odpovida hodnoté 175,14
mg.I"" metribuzinu.

Mayer and Ellersieck (1986), Munn et al. (2006) uvad¢ji hodnotu LC50 64 — 76
mg.I"" metribuzinu pro pstruha duhového. Velisek et al. (2008) uddva pro pstruha
duhového hodnotu 96hLC50 62,51 mg.I"'metribuzinu. Fairchild and Sappington (2002)
stanovili hodnotu 96hLC50 76 mg.l"'metribuzinu pro ryby.

Hodnota 96hLC50 metribuzinu pro kapra, stanovend v tomto pokusu, se
rozchézi s hodnotami, které uvadéji jini autofi. Rozdilné hodnoty jsou zpiisobeny vyssi

citlivosti lososovitych ryb k pesticidim na bézi triazini.
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Obr.C. 5: Test akutni toxicity Sencoru 70 WG za 96 hodin

Probit

Lognor

Ao 534 538 542 546 55 554 558 562 5.66

Logaritmus koncentrace

V pribéhu testu byla po plsobeni metribuzinu pozorovdna u vSech kapri
zvySena intenzita dychani, ztrata koordinaci a pohybu. Ryby lezely na dné&, pohybovali
se v kruhu a po chvili byla zaznamenéana kratk4d excitacni faze (kiece). Podobné
ptiznaky chovani byly pozorovany u Carassius auratus po akutni expozici atrazinu (5
pg.I") (Saglio and Trijasse 1998).

Po ukonceni testu akutni toxicity byla provedena pitva ryb. Vysledky pitvy jsou
znazornény na obr.¢. 5. Pitva odhalila zvySenou tvorbu hlenu vodnaté konzistence na
povrchu téla a kiize byla tmav€ zbarvend. Ryby mély zvétSenou dutinu télni, ktera
obsahovala transudat. V dutiné télni byl zjistén vyraznéjsi nastiik cév vnitinich organt.
Svobodova et Pecena (1988), Velisek et al. (2008) pozorovali transudat v télni dutiné
pstruha duhového po akutni expozici pesticidi na bézi triazini. ZvysSeni eliminace
proteint nastalo pravdépodobné v disledku poskozeni ledvinovych tubularnich bunék,

které bylo zjiSténo pii histopatologickém vysetfeni ledvin. Nasledkem toho byla zjiSténa
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hypoproteinémie u kapra obecného ( z 42,13 + 4,53 g.I'' na 34,07 + 5,05 g.I'") v krevni

plazmé, ktera zpisobila generaci transudatu v duting télni.

Obr. ¢. 6: Kapr obecny: A - kontrolni ryba, B — ryba s typickymi ptiznaky ptusobeni
triazinl (zvétSeni télnich dutin a pfitomnost transudatu).

4.1.2. Stanoveni biochemického a hematologického profilu krevni plazmy kapra

obecného

Ryby pouzité pro stanoveni biochemického a hematologického profilu byly
homogenni a v dobrém zdravotnim stavu. Jednalo se o nasadu kapra obecného, jehoz
celkova délka téla se pohybovala v rozmezi od 280 mm do 340 mm (¢ 307 mm).
Hmotnost ryb se pohybovala v rozmezi od 265 g do 695 g (¢ 480,67 g).

Studie toxicity pesticidd na bdazi triazini naznacuji, ze mohou vyvolat
morfologické, biochemické a fyziologické zmény na rybach (Saglio and Trijasse 1998,

Reddy et al. 1992, Davies et al. 1994).
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4.1.2.1. Stanoveni biochemického profilu krevni plazmy kapra obecného

Na zéklad¢ vysetteni biochemického profilu krevni plazmy kapra obecného v
kontrolni a pokusné skupiné bylo zjiSténo po ptisobeni pesticidniho piipravku Sencor 70
WG signifikantni (p<0,01) sniZzeni hodnot celkovych bilkovin, triglyceridi, laktét

dehydrogenézy a anorganického fosfatu.

Tabulka ¢. 10: Vliv ptipravku Sencor 70 WG na biochemické ukazatele krve kapra
obecného po expozici 96hLC 50

Ukazatel Kontrola Experiment
x+SD (n=15) x+SD (n=15)
TP (g.I'h 42,13 +4,53 ° 34,07 +£5,05°
TRIG (mmol.1") 0,52+ 0,08 ° 0,28 £0,15°
GLU (mmol.I™") 4,87+0,79° 23,99 +£5,59°
NH; (umol.I™) 292,20+ 109,19 ° 462,33 £ 85,55 °
AST (ukat.I') 2,11+1,02° 1,51 £0,51°
ALT (pkat.I™") 0,47+0,13° 0,40 + 0,09 °
LDH (ukat.I") 6,14+ 1,20° 437+1,38"
ALP (ukat.I') 0,20 +£ 0,05 * 0,22 +0,06°
CK (pkat.I™") 1435+0,72° 13,94+ 0,58 ¢
PHOS (mmol.I") 1,94+0,33 ° 1,01 £0,24°
Ca’" (mmol.I'") 2,26 +0,04° 2,40+£0,15°

Indexy a,b charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (ANOVA p< 0,01).
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Graf ¢. 1: Vliv akutni toxicity pesticidu Sencor 70 WG (250,2 mg.I"") na hladinu
celkovych bilkovin v krvi kapra obecného (statisticka vyznamnost **p<0,01)
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Graf ¢. 2: Vliv akutni toxicity pesticidu Sencor 70 WG (250,2 mg.l"") na hladinu
triglyceridii v krvi kapra obecného (statisticka vyznamnost **p<0,01)
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Graf ¢. 3: Vliv akutni toxicity pesticidu Sencor 70 WG (250,2 mg.1™") na aktivitu laktat
dehydrogenazy v krvi kapra obecného (statisticka vyznamnost **p<0,01)
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Graf &. 4: Vliv akutni toxicity pesticidu Sencor 70 WG (250,2 mg.1") na koncentraci
anorganického fosfatu v krvi kapra obecného (statisticka vyznamnost **p<0,01)
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Naopak signifikantni (p<0,01) zvySeni hodnot bylo zjist€éno u glukdzy, amoniaku a

vapennych iontt.
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Graf &. 5: Vliv akutni toxicity pesticidu Sencor 70 WG (250,2 mg.1") na koncentraci

glukozy v krvi kapra obecného (statisticka vyznamnost **p<0,01)
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Graf €. 6: Vliv akutni toxicity pesticidu Sencor 70 WG (250,2 mg.1™") na koncentraci

amoniaku v krvi kapra obecného (statistickd vyznamnost *p<0,01)
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Graf ¢. 7: Vliv akutni toxicity pesticidu Sencor 70 WG (250,2 mg.1"") na koncentraci
vapnikovych iontl v krvi kapra obecného (statistickd vyznamnost **p<0,01)
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U aspartat aminotransferdzy, alanin aminotransferdzy, alkalick¢ fosfatizy a
kreatin kindzy nebyla prokazéana signifikantni rozdilnost mezi obéma skupinami.

Zvyseni koncentrace amoniaku v krvi ukazuje na zvySeny katabolismus
bilkovin, a nebo na poruchu vylu¢ovani amoniaku. ZvySeni koncentrace glukdzy je
zpusobeno odezvou testovanych ryb na metabolicky stres. Snizeni koncentrace laktat
dehydrogenazy ukazuje na metabolické zmény tj.: katabolismus glykogenu a glukozy a
posun smérem k tvorbé laktatu u stresovanych ryb, piedev§im ve svaloviné. Tato
zjisténi se shoduji s vysledky Mekkawy et al. (1996), ktery pozoroval zna¢ny nartst v
koncentraci hladiny gluko6zy a signifikantni snizeni celkovych proteini u Oreochromis
niloticus a Chrysichthyes auratus po akutni expozici 3 mg.l" atrazinu. Davies et al.
(1994) pozoroval snizeni celkovych proteinti u pstruha duhového po akutni expozici 50
pg.I" atrazinu. Prasad et Reddy (1994) pozorovali zvySené mnozstvi vapnikovych iontt

u Tilapia mossambica po akutni axpozici atrazinu.
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4.1.2.2. Stanoveni hematologického profilu krevni plazmy kapra obecného

Na zéklad¢ vySetfeni hematologického profilu krevni plazmy kapra obecného v
kontrolni a pokusné skupiné bylo zjiSténo po piisobeni pesticidniho ptipravku Sencor 70
WG signifikantni snizeni (p<0,01) hodnot hemoglobinu, hematokritové hodnoty,

sttedniho objemu erytrocytu a poctu leukocyti.

Tabulka €. 11: Vliv pfipravku Sencor 70 WG na biochemické ukazatele krve kapra
obecného po expozici 96hLC 50

Ukazatel Kontrola Experiment
x+SD (n=15) x+SD (n=15)

Er (T.I'Y 1,78+ 0,36° 1,64 +0,31°
Hb (g.I'h 84,29 + 14,73* 70,81 +18,36°

PCV (L1 0,33 +£0,04° 0,27 £0,03°
MCV (1) 189,52 +£30,43° 165,63 £ 25,76 °
MCH (pg) 48,34 £ 8,81° 43,92 +12,58°
MCHC (g.I') 255,94 +£27,17° 269,34 £ 67,12°
Leuko (G.1") 104,01 + 33,85* 33,60 +1820°

Indexy a,b charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (ANOVA p<0,01)

Graf ¢. 8: Vliv akutni toxicity pesticidu Sencor 70 WG (250,2 mg.1"") na koncentraci
hemoglobinu kapra obecného (statisticka vyznamnost **p<0,01)
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Graf ¢. 9: Vliv akutni toxicity pesticidu Sencor 70 WG (250,2 mg.1") na hematokritovou

hodnotu kapra obecného (statistickd vyznamnost **p<0,01)
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Graf ¢ 11: Vliv akutni toxicity pesticidu Sencor 70 WG (250,2 mg.I"") na pocet
leukocytl kapra obecného (statisticka vyznamnost **p<0,01)
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U poctu erytrocytli, hodnoty hemoglobin erytrocytu a stfedni barevné
koncentrace nebyla prokdzana signifikantni rozdilnost mezi obéma skupinami. Ve
vysledcich hematologického krevniho profilu se snizila nespecifickd imunita. Podobné
zmény Vv hodnoté¢ hematokritu, v poctu lymfocytli, monocyti a neutrofilnich

granulocytli nasledovaly u kapra po akutni otravé atrazinem (Svobodova et PecCena
1988).

4.2. Talstar 10 EC
4.2.1. Stanoveni 96hLC 50 Talstaru 10 EC

Ryby pouzité¢ v pribéhu piedbézného testu byly homogenni a v dobrém
zdravotnim stavu. Jednalo se o plidek kapra obecného, jehoz celkova délka téla se
pohybovala v rozmezi od 68 mm do 82 mm (¢ 75,2 mm). Hmotnost ryb se pohybovala
v rozmezi od 9,2 g do 21,1 g (o 15,28g).

Teplota vody béhem piedbézného testu se pohybovala mezi 19— 20 °C, pH bylo
7,62— 8,03 a nasyceni vody kyslikem mezi 83 - 98 %. Udaje o piedb&zném testu jsou
uvedeny v ptiloze (tab. ¢. 5). Fyzikdln¢ chemické vlastnosti vody béhem ptredbézného
testu jsou uvedeny v ptiloze (tab. €. 6).

Ryby pouzité v pribé¢hu zékladniho testu byly homogenni a v dobrém

zdravotnim stavu. Jednalo se o plidek kapra obecného, jehoz celkova délka téla se
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pohybovala vrozmezi od 105 mm do 148 mm (¢ 129 mm). Hmotnost ryb se
pohybovala v rozmezi od 12,3 g do 20,7 g (¢ 17,51 g).

Teplota vody béhem zéakladniho testu se pohybovala mezi 18,5 — 19,5 °C, pH
bylo 7,55 — 7,89 a nasyceni vody kyslikem mezi 74 - 96 %. Udaje o zakladnim testu
jsou uvedeny v piiloze (tab. ¢. 7). Fyzikdln¢ chemické vlastnosti vody béhem

predbézného testu jsou uvedeny v ptiloze (tab. ¢. 8).

Tabulka ¢. 12: Test akutni toxicity 96hLC50 u kapra obecného poplsobeni
Talstaru 10 EC

Koncentrace (ug.l™") Moralita ( %)
Kontrola 0
20 0
40 10
60 40
80 80
100 90
120 100
140 100

Vysledkem akutniho testu toxicity je hodnota 96hLC 50 pro Talstar 10 EC.

96hL.C 50 = 57,5 ng.1" s 95% intervalem spolehlivosti (-8,7; +7,6)

96hLC 0= 22,3 pg.I"
96hLC 100 = 148,3 pg.I"

Na zakladé zjisténé hodnoty 96hLC50 ( 57,5 ug.I') mize byt ptipravek Talstar
10 EC zatazen do skupiny latek, které jsou pro ryby vysoce toxické: rizikova véta R 50
uvadi, ze hodnoty 96hLC50 jsou mensi nez 1 mg.1"'. Hodnota 96hL.C50 pro Talstar 10
EC ( 57,5 pglI") odpovidda hodnoté 5,8 pg.l' bifenthrinu. Liu et al. (2005) uvadi
hodnotu 96hLC50 2,08 pg.1" pro kapra a 0,8 pg.1" pro tilapii. Bifenthrin je vice toxicky
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pfi nizsich teplotach a je vice toxicky k studenomilnym rybam. Toxicita pyrethroidd je
také ovlivnéna hodnotou pH a tvrdosti vody (Mauck et al 1976).
Obr.¢. 7: Test akutni toxicity Talstaru 10 EC za 96 hodin
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Klinické pfiznaky sledované béhem plsobeni bifenthrinu, se shoduji
s pozorovanim jinych autort pfi ucincich pesticidi na bazi pyrethroida (Prashanth et al.
2005; Velisek et al. 2006).

Bradbury and Coats (1989) pozoroval piiznaky otrav u ryb, které zahrnovali
plavani u hladiny, hyperaktivitu, trhavé pohyby, kiece, apatii, zvySenou tvorbu hlenu na
zabrach, zmény na zabrach, tfeseni hlavou. Subletdlni G¢inky pyrethroidd zptisobuji u
ryb poSkozeni Zaber a zmény v chovani. Protoze jsou pyrethroidy vysoce lipofilni, je

velmi pravdépodobné, ze jsou silné absorbovany Zabrami (Smith and Stratton 1986).
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4.2.2. Stanoveni biochemického a hematologického profilu krevni plazmy kapra

obecného

Ryby pouzité pro stanoveni biochemického a hematologického profilu byly
homogenni a v dobrém zdravotnim stavu. Jednalo se o nasadu kapra obecného, jehoz
celkova délka téla se pohybovala v rozmezi 366,25 + 19,88 mm. Hmotnost ryb se
pohybovala v rozmezi 832,5 + 167,89 g.

Hematologicky a biochemicky profil krve, mize poskytnout diileZité informace
o zménach uvnitt organismu (Masopust 2000).

Kapfi vystaveni G¢inkim Talstaru 10 EC (57,5 pg.l") vykazovali prokazatelné

zmény v hematologickém a biochemickém krevnim profilu.

4.2.2.1. Stanoveni biochemického profilu krevni plazmy kapra obecného

Na zéklad¢ vysetteni biochemického profilu krevni plazmy kapra obecného v
kontrolni a pokusné skupiné bylo zjiSténo po piisobeni pesticidniho ptipravku Talstar 10
EC signifikantni  (p< 0,01) zvySeni hodnot u glukoézy, amoniaku a aspartat
aminotransferazy.
Tabulka ¢. 13: Vliv ptipravku Talstar 10 EC na biochemické ukazatele krve kapra
obecného po expozici 96hLC 50

Ukazatel Kontrola Experiment

x + SD (n=15) x+SD (n=15)
TP (g.I'h 35,70 £4,08 ° 34,64 +£4,62°
TRIG (mmol.1") 1,91 +£0,37 ¢ 1,83 +0,36°
GLU (mmol.I™") 4,77+£0,57° 6,79 £ 0,96 °

NH; (umol.I'h 176,17+ 71,43 *° 446,67 £ 35,02 °
AST (pkat.l™) 1,03+0,36° 317+£1,37°
ALT (pkat.I") 0,39+0,09° 043+0,13°
LDH (pkat.I™") 32,59 +524* 32,79 £2,01°*
ALP (ukat.I') 0,29 +£0,07 * 0,31 +£0,09°
CK (pkat.I™") 13,21 +£0,83 *° 15,25+0,94*
PHOS (mmol.I") 1,78+ 0,75° 1,67+0,74°
Ca* (mmol.I") 2,56+0,18* 2,59+0,75°

Indexy a,b charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (ANOVA p< 0,01).
Graf ¢. 12: Vliv akutni toxicity pesticidu Talstar 10 EC ( 57,5 pg.l") na koncentraci

glukozy v krvi kapra obecného (statisticka vyznamnost **p<0,01)
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Graf ¢. 13: Vliv akutni toxicity pesticidu Talstar 10 EC ( 57,5 pg.l") na koncentraci

amoniaku v krvi kapra obecného (statistickd vyznamnost *p<0,01)

600

500

400 t

300

NH, (umol.I'")

200 t

100

m Prdmér

L [ Pramé&r+tSmcCh

0 . . T Primér£2*SmOdch
Kontrola Experiment **

42



Graf ¢. 14: Vliv akutni toxicity pesticidu Talstar 10 EC ( 57,5 pg.l") na koncentraci

aspartat aminotransferazy v krvi kapra obecného (statisticka vyznamnost *p<0,01)
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U celkovych Dbilkovin, triglyceridii, alanin aminotransferazy, laktat
dehydrogenazy, alkalické fosfatazy, kreatin kinazy, anorganického fosfatu a vapennych
iontl nebyla prokazana signifikantni rozdilnost mezi obéma skupinami.

Zvyseni hladiny glukézy v krvi je odezvou testovanych ryb k metabolickému
stresu (Simon et al. 1983). ZvySena koncentrace amoniaku organismi naznacuje jejich
neschopnost pievést toxicky amoniak na méné Skodlivé latky (Svoboda 2001).
Signifikantni zvySeni aktivity hlavnich enzymt, pouzivanych pro tento ucel oznacuje
stres vznikly tkanovym poskozenim (Svoboda 2001). Velisek et al. (2006) pozoroval
signifikantni (p< 0,05) zvySeni aspartadt aminotransferazy u kapra po akutnim ptsobeni
deltamethrinu v koncentraci 3,25 ug.I". Balint et al. (1995) pozoroval zvySeni hladiny

glukozy u kapra po vystaveni deltamethrinu.
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4.2.2.2. Stanoveni hematologického profilu krevni plazmy kapra obecného

Tabulka ¢. 14: Vliv ptipravku Talstar 10 EC na biochemické ukazatele krve kapra
obecného po expozici 96hLC 50

Ukazatel Kontrola Experiment
x + SD (n=15) x + SD (n=15)

Er (T.I') 1,68 £0,26° 1,74 +£0,30 ®
Hb (g.1") 93,17 +£15,36° 95,31 +12,33°

PCV (L1 0,36 +0,06* 0,38 +0,05°
MCV (fl) 236,20 +24,59° 219,27 +£ 24,59

MCH (pg) 58,77+ 6,92* 53,03 +5,46°
MCHC (g.I') 256,74 £ 25,56 264,42 + 32,04

Leuko (G.I") 8,19 +3,67° 9,09 +5,70

Indexy a,b charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (ANOVA p<0,01)

Na zéklad¢ vySetfeni hematologického profilu krevni plazmy kapra obecného v
kontrolni a pokusné skupiné, nebyla po plisobeni pesticidniho ptipravku Talstar 10 EC
prokdzédna mezi obéma skupinami signifikantni rozdilnost v poctu erytrocytd,
hemoglobinu, hematokritové hodnotég, sttednim objemu erytrocytu, hodnoté¢ hemoglobin
erytrocytu, sttedni barevné koncentraci a ani v poctu leukocyta.

Svobodova et al. (2003) uvadi vyrazné nizsi hodnoty RBC, Hb a PCV, ale zadn¢
zmény Vv bilém krevnim obrazu, po akutnim plisobeni deltamethrinu. Sopinskéd and Guz
(1998) pozorovali u kapra pokles celkového poctu leukocyti a poctu neutrofilnich

granulocytil, po akutnim plisobeni permethrinu.
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5. Zavér

Cilem této prace bylo zhodnoceni vlivu pesticidi na bazi pyrethroida a triazina
na ryby. Toxicita byla stanovena na zaklad¢ testi akutni toxicity a vysledki
hematologického a biochemického vySetfeni krevni plazmy.Testovany byly piipravky
Sencor 70 WG (G¢inna latka metribuzin-70 %) a Talstar 10 EC (u¢inna latka bifenthrin-
100 g.1"). Testy akutni toxicity byly provedeny standardnimi postupy u kapra obecného
(Cyprinus carpio).

Hodnota 96hL.C50 pro piipravek Sencor 70 WG byla 250,2 mg.1"'. Na zakladé
zjisténych hodnot byl pesticidni ptipravek Sencor 70 WG podle tzv. R-vét zatazen mezi
skupinu latek, které mizou vyvolat dlouhodobé neptiznivé ti¢inky ve vodnim prostiedi.

Hodnota 96hLC50 pro piipravek Talstar 10 EC byla 57,5ug.I". Na zakladé
zjisténych hodnot byl pesticidni ptipravek Talstar 10 EC podle tzv. R-vét zatazen mezi
skupinu latek, které jsou vysoce toxické pro ryby.

Tato prace je pfispévkem k hodnoceni toxického ucinku testovanych pesticidil
na necilové organismy.

Na zéklad¢ udajia predlozenych v této praci, lze konstatovat, Ze existuje velmi
mala pravdépodobnost piimého ucinku pesticidnich ptipravki na ryby. Nebezpeci hrozi
spiSe pifi nezodpovédné aplikaci a nedodrZeni bezpecnostnich zasad béhem manipulace
s témito prostiedky.

Tato prace mize také piispét k volbé vhodného pesticidu k ochrané vybranych

polnich plodin a k vybéru pesticidnich piipravki SetrnéjSich k zivotnimu prostiedi.
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7. Prilohy
7.1. Podkladové tabulky pribéhu piredbéznych a zakladnich testi toxicity
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Tabulka €. 1: PfedbéZzny test toxicity u kapra obecného pro ptipravek Sencor 70 WG

Cislo Testovany vzorek Mortalita ryb (ks) — datum a hodina Velikost ryb
nadrie koncentrace davka do .zésobni roztok 26.3. | 27.3. | 283. | 29.3. | 30.3. 5 % Hmotnost Délka téla
mg.l" 201 objem S zas.tozt. | 9°° | 9°° | 990 | 9goo | goo (2) (cm)
1 0,1 2 2 ml 0 0 0 0 0 0 0 25,0 13,2
2 10,0 200 02¢g 0 0 0 0 0 0 0 25,0 12,8
3 50,0 1000 10g 0 0 0 0 0 0 0 24,1 12,5
4 100,0 2000 20¢g 0 0 0 0 0 0 0 15,1 11,1
5 200,0 4000 40¢g 0 0 0 0 0 0 0 26,0 13,3
6 300,0 6000 6,0 g 0 3 1 1 - 5 100 5,0 9,5
K 0 0 0 0 0 0 0 33,1 13,8
Tabulka ¢. 2: Podminky v priabehu pifedbézného testu akutni toxicity u kapra obecného pro ptipravek Sencor 70 WG
Teplota vody (°C) | Kyslik (% nasyceni vody) | pH
Cislo Konc. Datum a hodina méteni
nadrze | mg.l" 26.3. [ 27.3. | 28.3. | 28.3. | 29.3. | 30.3. | 26.3. | 27.3. 283. | 283. | 293. | 30.3. | 26.3. | 27.3. | 28.3. | 283. | 29.3. | 30.3.
900 900 900 1000 900 900 900 900 900 1000 900 900 900 900 900 1000 900 900
Oh 24h 48h 48h 72h 96h Oh 24h 48h 48h 72h 96h Oh 24h 48h 48h | 72h | 96h
1 0,1 18,3 17,5 17,8 18,7 18,8 18,9 94 93 98 96 98 98 7,65 7,75 7,96 | 7,89 | 7,86 | 7,94
2 10,0 176 | 174 17,6 18,6 18,6 18,8 96 97 97 96 97 97 7,64 7,87 7,98 | 7,90 | 7,93 | 7,94
3 50,0 182 | 174 17,7 18,7 18,7 18,8 95 92 98 99 96 96 7,60 7,92 7,97 | 796 | 7,94 | 7,92
4 100,0 18,6 | 17,5 17,9 18,6 18,8 18,9 98 95 98 98 98 98 7,60 7,93 7,96 | 796 | 7,95 | 7,93
5 200,0 18,5 17,6 17,9 18,6 18.9 18,8 97 98 97 98 99 99 7,58 7,90 7,93 793 | 7,94 | 7,94
6 300,0 18,2 17,6 17,9 18,6 - - 99 97 99 99 - - 7,62 7,93 7,93 7,96 - -
K 18,1 17,7 18,0 18,9 18,8 18,8 90 92 98 96 98 99 7,70 7,38 7,96 | 7,89 | 7,92 | 7,89
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Tabulka €. 3: Zékladni test toxicity u kapra obecného pro ptipravek Sencor 70 WG

Cislo Testovany vzorek Mortalita ryb (ks) — datum a hodina Velikost ryb
nadrie koncentrace davka do .zésobni roztok 2.4. 3.4. 4.3. 5.4. 6.4. 5 % Hmotnost Délka téla
mg.l" 201 objem S zas.tozt. | 9°° | 9°° | 990 | 9goo | goo (2) (cm)
1 100 2000 20g 0 0 0 0 0 0 0 25,2 13,6
2 150 3000 30g 0 0 0 0 0 0 0 25,1 12,9
3 200 4000 40¢g 0 0 0 0 0 0 0 24,1 12,5
4 230 4600 46¢g 0 0 0 1 0 1 10 15,5 11,6
5 260 5200 52¢g 0 2 0 1 2 5 50 27,9 14,2
6 300 6000 6,0 g 0 9 0 1 - 10 [ 100 6,0 10,5
K 0 0 0 0 0 0 0 32,1 14,8
Tabulka ¢. 4: Podminky v priab&hu zdkladniho testu akutni toxicity u kapra obecného pro ptipravek Sencor 70 WG
Teplota vody (°C) | Kyslik (% nasyceni vody) | pH
Cislo Konc. Datum a hodina méteni
nddrze | mg.l! 24.9°| 3.4. |44.9°| 44. 54. [64.9°] 24. 3.4 9oo 44.9°| 44. [54.9°164.9°( 24. [34.9°144.9°| 44 54. 6.4.
[e] 900 [e] 1000 900 [e] 900 o] 1000 o] o] 900 o o] 1000 900 900
Oh 24h 48h 48h 72h 96h Oh 24h 48h 48h 72h 96h Oh 24h 48h 48h | 72h 96h
1 100 17,8 | 18,8 18,8 18,6 18,7 19,4 90 93 94 93 96 90 7,68 7,81 7,76 | 7,69 | 8,01 | 7,94
2 150 17,9 | 18,6 18,7 18,6 18,7 19,3 91 94 93 94 97 90 7,66 7,81 7,79 | 7,66 | 7,94 | 8,03
3 200 17,9 | 18,8 18,8 18,6 18,6 19,3 93 91 90 95 98 90 7,60 7,81 7,80 [ 7,60 | 7,86 | 8,01
4 230 [ 179 | 188 | 188 | 186 [ 18,7 | 193 | 94 90 89 96 97 90 [758] 773 | 7,70 | 7,57 | 7.89 | 7,95
5 260 | 178 [ 18,7 ] 189 | 18,6 | 186 | 195 | 98 90 89 90 98 or [ 757 7,70 | 7,68 | 7,54 | 7,68 | 7,97
6 300 17,9 | 18,8 18,8 18,6 - - 100 97 96 96 - - 7,53 7,76 7,72 | 7,50 - -
K 18,3 18,9 18,9 18,6 18,9 19,5 89 87 98 95 98 88 7,82 7,66 7,71 7,66 | 7,73 | 7,83
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Tabulka ¢. 5: Pfedbézny test toxicity u kapra obecného pro piipravek Talstar 10 EC

G Testovany vzorek Mortalita ryb (ks) — datum a hodina Velikost ryb
islo - - ; ;
nadrie Koncen_tlrace Davka ' Zasobni I:OZFOk 4/99.00 | 5/99.00 | 699,00 | 7/99,00 5 o Hmotnost | Délka
ug.l do 201 | Objem ml | &.zés.rozt. g mm
1 5 100 0,1 1 0 0 0 0 0 0 18,3 77
2 10 200 0,2 1 0 0 0 0 0 0 21,1 82
3 20 400 0,4 1 0 0 0 0 0 0 9,2 68
4 50 1000 1,0 1 0 0 0 1 1 20 17,1 79
5 100 2000 2,0 1 1 4 - - 5 100 10,7 70
6 500 10000 10,0 1 5 - - 5 100
7 1000 20000 20,0 1 4 1 - - 5 100
K 0 0 0 0 0 0
Tabulka ¢. 6: Podminky v pribéhu predbézného testu akutni toxicity u kapra obecného pro piipravek Talstar 10 EC
Teplota (°C) | Kiyslik (% nasyceni) | pH
Cislo Datum a hodina méteni
nadrie Kone.| 3/9 4/9 5/9 5/9 6/9 7/9 3/9 4/9 5/9 5/9 6/9 7/9 3/9 4/9 5/9 5/9 6/9 7/9
9,00 8,00 8,00 10,30 9,00 9,00 9,00 8,00 8,00 10,30 | 9,00 | 9,00 | 9,00 | 8,00 | 8,00 | 10,30 | 9,00 [ 9,00
Oh 24h 48h 48h 72h 96h Oh 24h 48h 48h 72h 96h Oh 24h | 48h 48h 72h 96h
1 5 19,5 20,0 20,0 19,0 19,0 19,0 96 98 91 88 84 84 7,78 |1 7,94 | 7,91 7,87 | 7,97 | 7,99
2 10 19,5 20,0 20,0 19,0 19,0 19,0 95 98 90 87 84 84 7,70 1 7,92 | 792 | 7,88 | 7,98 | 7,99
3 20 19,5 20,0 20,0 19,0 19,0 19,0 94 97 91 87 83 84 7,81 1 791 | 792 | 790 | 7,99 | 7,99
4 50 19,5 20,0 20,0 19,0 19,0 19,0 89 98 89 86 84 84 7,80 1 7,90 | 791 | 7.89 | 7,96 | 7,97
5 100 19,5 20,0 20,0 19,0 19,0 19,0 90 93 86 87 85 80 7,67 | 7,68 | 7,73 | 7,62 [ 7,63 | 7,63
6 500 19,5 20,0 20,0 - - - 87 83 84 - - - 791 | 7,98 | 8,05 - - -
7 1000 19,5 20,0 20,0 - - - 85 84 89 - - - 7,89 | 8,03 | 8,00 - - -
K
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Tabulka €. 7: Zakladni test toxicity u kapra obecného pro ptipravek Talstar 10 EC

. Testovany vzorek Mortalita ryb (ks) — datum a hodina Velikost ryb
Cislo ) Zé&sobni roztok ,
nadrze | Koncentrace | Divkado =g -0 = 11/99,00 | 12/99,00 | 13/99,00 | 14/99.00 | ¥ % Hmotnost | Délka
pg.l 201 ml ¢.zas.rozt. g mm
1 20 400 0,4 1 0 0 0 0 0 0 20,2 83
2 40 800 0,8 1 0 0 1 0 1,0 10 17,5 80
3 60 1200 1,2 1 0 2 1 1 4,0 40 20,7 77
4 80 1600 1,6 1 4 2 2 0 8,0 80 18,5 73
5 100 2000 2,0 1 6 3 0 0 9,0 90 12,3 69
6 120 2400 2,4 1 6 4 - - 10 100 15,6 71
7 140 2800 2,8 1 8 2 - - 10 100 17,8 81
K 0 0 0 0 0 0
Tabulka ¢. 8: Podminky v pribéhu zakladniho testu akutni toxicity u kapra obecného pro ptipravek Talstar 10 EC
Teplota (°C) | Kyslik (% nasyceni) | pH
Cislo Datum a hodina méteni
nadrie Konc. 3/9 4/9 5/9 5/9 6/9 7/9 3/9 4/9 5/9 5/9 6/9 7/9 3/9 4/9 5/9 5/9 6/9 7/9
9,00 8,00 8,00 10,30 9,00 9,00 9,00 8,00 8,00 10,30 | 9,00 | 9,00 | 9,00 | 8,00 | 8,00 | 10,30 | 9,00 [ 9,00
Oh 24h 48h 48h 72h 96h Oh 24h 48h 48h 72h 96h Oh 24h 48h 48h 72h 96h
1 20 18,5 19,0 19,0 19,0 19,5 19,5 81 80 78 74 75 80 7,56 | 7,13 | 7,80 | 7,55 7,56 | 7,56
2 40 18,5 19,0 19,0 19,0 19,5 19,5 88 95 79 75 80 76 7,57 | 7,63 | 7,83 7,61 7,63 | 7,64
3 60 18,5 19,0 19,0 19,0 19,5 19,5 95 96 80 78 78 78 7,63 | 7,68 | 7,89 | 7,65 | 7,66 | 7,66
4 80 18,5 19,0 19,0 19,0 19,5 19,5 95 95 79 75 78 78 7,69 | 7,80 | 7,78 | 7,69 [ 7,65 | 7,65
5 100 18,5 19,0 19,0 19,0 19,5 19,5 93 93 76 75 75 75 7,67 | 7,68 | 7,73 | 7,62 | 7,63 | 7,63
6 120 18,5 19,0 19,0 - - - 94 96 80 - - - 7,68 | 7,78 | 7,79 - - -
7 140 | 18,5 | 190 | 195 R R - 93 95 78 R - - 1769774 7,78 - R R
K 18,5 19,0 19,0 19,5 19,5 19,5 99 98 81 79 80 80 7,75 1 7,76 | 7,89 | 7,62 | 7,64 | 7,68

56




	Obsah
	1. Úvod
	2. Literární přehled
	2.1. Pesticidy
	2.1.1. Klasifikace
	2.1.2. Použití
	2.1.3. Výskyt
	2.1.4. Vlastnosti

	2.2. Triaziny
	2.2.1. Metribuzin

	2.3. Pyrethroidy
	2.3.1. Bifenthrin


	3. Metodika
	3.1. Test akutní toxicity na rybách
	3.1.1. Princip a podmínky testu
	3.1.2. Pokusné ryby
	3.1.3. Pracovní postup
	3.1.4. Předběžný test
	3.1.5. Základní test
	3.1.6. Platnost testu (validace) 
	3.1.7. Vyhodnocení testu 

	3.2. Biochemické a hematologické vyšetření krve
	3.2.1. Odběr krve
	Obr. č. 3: Odběr krve punkcí ocasních cév

	 3.2.2. Stanovení biochemických ukazatelů
	Aktivita alanin aminotransferázy v krevní plazmě kapra se pohybuje v rozsahu 

	3.2.3. Stanovení hematologických ukazatelů
	3.2.3.1. Stanovení počtu erytrocytů 
	3.2.3.2. Stanovení koncentrace hemoglobinu 
	3.2.3.3. Stanovení hematokritové hodnoty
	3.2.3.4. Stanovení středního objemu erytrocytů
	3.2.3.5. Stanovení střední barevné koncentrace
	3.2.3.6. Stanovení hemoglobinu erytrocytu
	3.2.3.7. Stanovení počtu leukocytů



	4. Výsledky a diskuse
	4.1. Sencor 70 WG
	4.1.1. Stanovení 96hLC 50 Sencoru 70 WG
	4.1.2. Stanovení biochemického a hematologického profilu krevní plazmy kapra obecného
	4.1.2.1. Stanovení biochemického profilu krevní plazmy kapra obecného
	4.1.2.2. Stanovení hematologického profilu krevní plazmy kapra obecného


	4.2. Talstar 10 EC
	4.2.1. Stanovení 96hLC 50 Talstaru 10 EC
	4.2.2. Stanovení biochemického a hematologického profilu krevní plazmy kapra obecného
	4.2.2.1. Stanovení biochemického profilu krevní plazmy kapra obecného
	4.2.2.2. Stanovení hematologického profilu krevní plazmy kapra obecného



	5. Závěr
	6. Literární přehled
	7. Přílohy
	7.1. Podkladové tabulky průběhu předběžných a základních testů toxicity
	Tabulka č. 6: Podmínky v průběhu předběžného testu akutní toxicity u kapra obecného pro přípravek Talstar 10 EC
	Tabulka č. 8: Podmínky v průběhu základního testu akutní toxicity u kapra obecného pro přípravek Talstar 10 EC 



