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1 UVOD

Ochrana rostlin pfed $ktdci je zndma jiz ze starovéku. V nejstarSich dobach se
K hubeni Skidct a ochrané plodin vyuzivaly zejména latky pfirodniho ptvodu. Byly
znamy i chemické latky s pesticidnimi u¢inky — arsen, Kryolit, sira, olovo a rtut,
plosné pouzivani téchto piipravkid vSak bylo velmi nékladné (Casida a Quistad,
1998). Od poloviny devatenactého stoleti se dafi izolovat pfirodni insekticidni
slouceniny jako nikotin, rotenoidy a pyretroidy, stejné tak se zacinaji vyuzivat
syntetické anorganické insekticidni latky, jejichz rozvoj pokracuje i1 v prubéhu
dvacatého stoleti. Za nejveétsi objev mezi pesticidy je povazovan
dichlordifenyltrichlorethan — DDT, za ktery byla v roce 1948 doktoru Miillerovi
udélena Nobelova cena. Nezadouci G€inky DDT na ekosystémy po celém svété
zajistily pesticidim pozornost z ekologického hlediska, od Sedesatych let jsou
sledovany vlivy pesticidnich latek a jejich rezidui na vSechny slozky ekosystému
(Cremlyn, 1978).

Jednou z nejnovéjsich skupin insekticidnich latek jsou neonikotinoidy, které
pusobi jako neurotoxiny zejména na bezobratlé zivocichy, viici jejichz nikotinovym
acetylcholinovym receptoriim (nAChRs) maji vyssi selektivitu nez vi¢i nAChRs
obratlovct. Jsou tedy oznaCovany za méné toxické pro obratlovce, vCetné Clovéka,
coz bylo v dobé¢ jejich uvedeni na trh povazovano za velikou vyhodu oproti jinym,
komer¢né vyuzivanym pesticidnim latkam, jako jsou organofosfaty anebo karbamaty
(Morrissey a kol., 2015).

Jiz z poloviny 90. let dvacéatého stoleti pochazeji zpravy o nezadoucich tc¢incich
neonikotinoidl, zejména imidaclopridu, clothianidinu a thiamethoxamu, na vcely. Na
zakladé nékolika studii, prokazujicich negativni vliv neonikotinoidii na vcelstva,
Evropska komise v roce 2013 zakazala pouZiti tii vySe uvedenych neonikotinoidnich
latek (Blacquiere a kol., 2012; Carreck, 2017).

Stejn¢ jako mnoho dalSich polutantli, se neonikotinoidy dostavaji do vodnich
ekosystému, a to zejména povrchovym odtokem, prisakem do podzemnich vod ¢i
spadem ve formé& prachu z oSetienych ploch (Morrissey a kol., 2015). Rezidua
neonikotinoidli se nachézeji ve vodnich recipientech po celém svété, primérné
v koncentracich mezi 0,08 a 0,73 ug., maximélni koncentrace vSak mohou
dosahovat az hodnoty 320 ug.I". V nejvyssich koncentracich se vyskytuje zejména

imidacloprid a thiamethoxam (Sanchez-Bayo a kol., 2016).



Dosud provedené studie, vénujici se vlivu neonikotinoidl na necilové organismy,
se zaméfovaly zejména na vcely a dalsi opylovace. Piesto ze jsou akvatické
ekosystémy — sladkovodni i marinni, také Siroce zasazeny, ekologickym vliviim na
n¢ se vénuje pouze nekolik autort (Pisa a kol., 2014). Mimo toxickych uc¢inkt na
terestrické 1 akvatické organismy, jsou popsany také subletilni efekty, zejména
snizeni ristové a reprodukéni schopnosti jedincli, omezeni pifijmu potravy a omezeni
pohyblivosti (Alexander a kol., 2008; Ashauer a kol., 2011; Roessink a kol., 2013;
Pisa a kol., 2014; Morrissey a kol.,, 2015). Pfi zvySenych koncentracich
neonikotinoidl v ekosystému dochdzi ke snizeni abundance citlivych druhti a s tim
souvisi vznik volnych nik pro druhy odolnéjsi, ptfipadné¢ dochazi ke sté¢hovani
citlivéjSich organismii do nezasazenych oblasti. Pisobenim neonikotinoidd, i dalSich
polutantli, doch4zi ke zménam ve slozeni celych spolecenstev (Sanchez-Bayo a
Goka, 2006; Beketov a Liess, 2008). Z pohledu celych ekosystémt dochazi zejména
ke dvéma nezadoucim jevim: omezeni rozkladu organickych latek, v disledku
sniZzeni abundance rozkladaci a ke sniZzeni abundance insektivornich organismi, jimz
vymizela potravni zékladna (Sanchez-Bayo a kol., 2016).

Jednim z neonikotinoidt je thiacloprid — pesticidni latka ze skupiny chlorovanych
neonikotinoidl, proddvand némeckou spolecnosti Bayer CropScience AG (EPA,
2003). Toxicita thiaclopridu, G¢inné latky pesticidniho piipravku CALYPSO® 480
SC, byla prokazana pomoci akutnich testd toxicity na racich a dale pomoci akutniho
imobiliza¢niho testu na hrotnatkach velkych (Daphnia magna). Provedeni akutnich
testll toxicity a akutniho imobiliza¢niho testu je popsano v praktické Casti prace.
Testy toxicity na vodnich organismech jsou rozsifenou metodou hodnoceni plisobeni
latek na zivotni prostfedi. Akutni testy toxicity jsou vyuZzivany pii hodnoceni nové
vyvinutych 1 jiZz dlouhodob& pouZivanych chemickych latek a ptipravkli. Pomoci
téchto testll se Casto zjist'uje pusobeni pesticidii na necilové vodni organismy, jako
Casté piijemce rezidui téchto latek vnaSenych do akvatickych ekosystéml zejména
splachy z poli. Druhy necilovych organismi pro testy toxicity jsou vybirany tak aby
vhodné reprezentovaly druhy, které testovand latka muize zasdhnout a piipadné
ovlivnit. Vzhledem Kk Sirokému arealu rozsiteni, Sirokému spektru druhti, vyznamu
V potravnim fetézci i snadné dostupnosti jsou raci i hrotnatky vhodnym testovacim

organismem (Velisek a kol., 2014).



CiL PRACE
Cilem prace je sepsani dosavadnich poznatkii o vyskytu neonikotinoidii ve

vodnich ekosystémech a jejich vlivu na necilové organismy. Dil¢im cilem bakalafské
prace je provedeni a vyhodnoceni akutnich testd toxicity s neonikotinoidovym
insekticidnim ptipravkem CALYPSO® 480 SC na:

e Raku ¢erveném (Procambarus clarkii),

e Raku mramorovaném (Procambarus fallax forma virginalis),

e Raku ni¢ivém (Cherarax destructor),

e Hrotnatce velké (Daphnia magna).
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Pesticidy

Pesticidy tvofi pocetnou skupinu biocidnich latek, pouzivanych v zemédé€lstvi,
lesnictvi 1 vodnim hospodafstvi k prevenci, hubeni, potlaceni, odpuzeni a kontrole
Skodlivych a nezadoucich organizmt pfi produkci a hospodateni s potravinami,
zem&délskymi komoditami a krmivy. Mezi pesticidy mohou byt fazeny také latky
aplikované u zvirat, piipadné ¢lovéka, proti ektoparazitiim, dale latky aplikované na
plodiny pfed nebo po sklizni — regulatory ¢i stimulatory rastu, inhibitory kliceni a
desikanty (Pitter, 1999; Velisek a kol., 2014).

Vzhledem K pocetnosti druhd, lze pesticidy rozdélit znékolika hledisek.
Zakladnimi skupinami pouzivanych pesticidii podle biologické ucinnosti jsou (Pitter,
1999):

e insekticidy — prostfedky k hubeni hmyzu,

e herbicidy — prostfedky k hubeni rostlin, zejména pleveld,

e fungicidy — prostiedky proti §kodlivym parazitickym houbam.

Tyto zakladni skupiny je mozno rozsitit jesté o (Zapletal, 2001):

e akaricidy — prostiedky k hubeni roztocu,

o algicidy — prostiedky k hubeni fas,

e arboricidy — prostfedky k hubeni stromt a keft,

e avicidy — prostiedky k hubeni ptaku,

e moluskocidy — prostiedky k hubeni mekkysii,

e piscidy — prostiedky k hubeni ryb,

e rodenticidy — prostfedky k hubeni hlodavcu.

Podle zpiisobu aplikace 1ze rozdélit pesticidy na: postiiky, aerosoly, fumiganty,
poprase, pevné a tekuté nastrahy, moftidla, natéry a impregnace. Podle ptivodu pak
rozliSujeme pesticidy na ptirodni latky, syntetické latky a biopreparaty, ucinné latky
pesticidu pak mohou byt organického ¢i anorganického puvodu (Zapletal, 2001).
Dale lze pesticidy rozdélit podle plisobeni na organizmus jako systémové pusobici a
kontaktné piisobici. Systémové plsobici pesticidy pronikaji do organismu a plisobi
na vnitini soustavy, kontaktné plisobici ziistavaji na povrchu dané¢ho organismu a

pusobi pouze v misté aplikace (Pitter, 1999).
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Pouzivani latek piirodniho ptivodu k hubeni $kiidcii a ochrané plodin bylo zndmo
jiz ve starovéké Cing. V obdobi stfedovéku se k ochrané plodin a zasob pouZivaly
slouceniny olova, rtuti a arsenu. Od 15. stoleti se jako insekticid pouzivala izolovana
sloucenina nikotinu — sulfat nikotin (Cremlyn, 1978). K rozvoji vyroby pesticidi
doslo ve 30. letech 20. stoleti, kdy se rozvinula moderni syntetickd chemie. Za objev
insekticidnich ucinkd dichlordifenyltrichlorethanu (DDT) v roce 1939, ziskal doktor
Paul Miiller v roce 1948 Nobelovu cenu. Dichlordifenyltrichlorethan se stal brzy
jednim ze svEétov€é nejrozSifenéjSich a nejpouzivanéjSich pesticidi. S objevem
zadoucich pesticidnich u¢inki mnoha latek a masovou vyrobou pesticidnich
ptipravki se zaCaly projevovat také nezadouci ucinky téchto latek a sloucenin na
zivotni prostiedi (VeliSek a kol., 2014). V Sedesatych letech popsala Rachel Carson
negativni vliv DDT na ekosystém (Carson, 1962), od této doby dochazi ke sledovani
rezidui pesticidnich pripravktt v potravinach, ekosystémech 1 jednotlivych
organismech, zkouma se také vliv na Zzivé organismy. Soucasnym problémem
pouzivani pesticidil je jejich kumulace v zivotnim prostiedi, piipadné jejich rozklad
na casto rizikovéjsi slouceniny, zejména ve vodnich ekosystémech. Kumulace
pesticidii a jejich sloucenin ve slozkach Zzivotniho prostiedi mize vést piimo i
nepiimo ke zdravotnim rizikim nejen u clovéka, ale i u jinych — necilovych
organismu (Velisek a kol., 2014).

V prostredi se pesticidy po aplikaci, vlivem fady fyzikélné-chemickych faktori
rozkladaji — degraduji. K degradaci mize dochazet vlivem slune¢niho zafeni, vyssi
teploty ¢i vlhkosti, oxidaci vzduSnym kyslikem a biotransformaci. K biotransformaci
pesticidii dochazi bézné v priabéhu detoxikacnich pochodl v rostlindch a zZivocisich,
¢i je disledkem plsobeni mikroorganismi. Vlivem rozkladu vznikaji metabolity
pesticidl, které mohou pesticidni u€inky ztracet, anebo naopak mohou vznikat latky
toxi¢t&j$i, nez jsou samotné ucinné latky pesticidu (Hajslova a Kocourek, 2004).

Do vodnich recipientti se pesticidy dostdvaji bud’ ptimo, nespravnou aplikaci
anebo béhem nespravné likvidace nepouzitych zbytkli. Nepiimo se pesticidy do
recipientu dostavaji splachy z okolnich oSetfenych zemédélskych kultur. V rybaistvi
a vodnim hospodafstvi jsou pouzivany zejména latky urcené k likvidaci vodnich
rostlin a 1é¢bé parazitarnich onemocnéni ryb (Velisek a kol., 2014). Ve vodach
mohou byt pesticidy pfitomny v nerozpusténé i rozpusténé formé, mnohé jsou vSak
ve vod¢é nerozpustné anebo malo rozpustné, musi se proto upravovat pridavkem

rozpous$tédel ¢i jinych ucinnych latek, které spolecné s aktivni latkou pesticidu
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kontaminuji Zivotni prostfedi. Ve vySSich koncentracich pesticidy narusuji
biologickou rovnovahu v tocich, mohou ovlivnit samocistici procesy ve vodeé, jeji
organoleptické vlastnosti, pfipadné ohrozit zdravi obyvatelstva (Pitter, 1999).

I pies nezadouci ucinky a vliv na zivotni prostfedi, jsou pesticidy masivné
pouzivany. Pti jejich aplikaci je tfeba dbat na dodrzeni technologickych postupi, aby
se negativni vliv minimalizoval. Tento negativni vliv je také mozno minimalizovat
vyuzitim SetrnéjSich pesticidnich piipravka, které se rychleji rozkladaji, nevytvareji

rezidua a na necilové organismy nemaji negativni u¢inky (VeliSek a kol. 2014).

2.1.1 Insekticidy

Do poloviny devatenactého stoleti spocivala ochrana rostlin zejména ve sbéru a
odpuzovani skidct pfirodnimi repelentnimi latkami. V tu dobu zndmé chemické
latky s insekticidnimi G¢inky, jako anorganicka sira, arsen, kryolit a kyselina borita
byly pro ploSnou ochranu rostlin mélo dostupné a drahé (Casida a Quistad, 1998). Jiz
ve stfedovéku se jako insekticidni ptipravky pouzivaly vyluhy z nékterych rostlin
jako je tabak (Nicotiana sp.) — alkaloid nikotin, koznatec (Derris elliptica) —
rotenoidy a kopretina starckolista (Chrysanthemum cinerariaefolium) — pyretrium.
Aktivni latky téchto vyluhl se vSak dafi izolovat aZ od poloviny devatenactého
stoleti (Cremlyn, 1978).

Prvni anorganické syntetické insekticidni latky byly aplikovany v roce 1864
(smésny arsenitan a octan méd'naty) a 1892 (hydrogenarseni¢nan olovnaty) v USA.
Na konci devatenactého a pocatku dvacatého stoleti se zacaly pouZzivat dinitrofenoly,
thiokyanaty a  jejich  derivaty. Nejvétsim objevem  vSak byl
dichlordifenyltrichlorethan, znamy jako DDT, slouc¢enina byla objevena jiz v roce
1874 Zeidlerem, avsak jeji insekticidni vlastnosti popsal az v roce 1939 doktor
Miiller. DDT bylo do Sedesatych let dvacéatého stoleti celosvétové nejprodavanéjsi
insekticidni latkou, pro nepfiznivé Gc€inky na ekosystémy vsak bylo jeho pouZiti ve
vetSiné zemi svéta postupné omezovano a zcela zakazano. Ve Ctyficatych letech byly
syntetizovany dals$i organochlorové slouceniny — hexachlorcyklohexan a
polycyklické chlorované insekticidy. Vedle organochlorovych sloucenin probihala
také syntéza organofosforovych a karbamatovych sloucenin (Cremlyn, 1978).

Od sedmdesatych let se pro plosnou kontrolu sktidcti zacaly pouzivat pyretroidy —

syntetick¢é slouceniny odvozené od pyretrinii produkovanych kvétinami
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Chrysanthemum cinerariaefolium a Chrysanthemum coccineum (Casida a Quistad,
1998).

V zavislosti na metod¢ aplikace, urcité koncentrace insekticidu vzdy zasahnou
pudu, odkud se piesouvaji do dalSich slozek ekosystému. Rezidua insekticidli jsou
absorbovana rostlinami a vstupuji tak do potravniho fetézce, kde mohou byt dale
koncentrovany napftiklad v tukovych butikach zivocicht. Dalsi rezidua mohou byt na
dlouhé¢ vzdalenosti pfendseny vétrem ve form¢ prachu, povrchovym a

podpovrchovym odtokem (Yu, 2008).

2.1.2 Neonikotinoidy

Pesticidy na bazi neonikotinoidti patifi do skupiny systémové pisobicich
insekticidi (Morrissey a kol., 2015), jde o pomérné novou skupinu synteticky
vytvarenych pesticidi, odvozenych od ptirodniho toxinu — nikotinu (Sanchez-Bayo a
kol., 2016).

Jiz na konci 17. stoleti byl vyluh z tabakovych listd pouzit k hubeni $kidcd na
zahradnich rostlinach. Aktivni latkou tabakového extraktu je alkaloid nikotin, ktery
byl poprvé izolovan v roce 1828 (Cremlyn, 1978).

Skupina synteticky vyrabénych analogii nikotinu — neonikotinoidy, se jako
insekticidy vyuzivaji az od 90. let 20. stoleti. Prvnim komer¢né¢ uvedenym
neonikotinoidem byl v roce 1991 imidacloprid, ktery se rychle stal nejprodavanéjsim
insekticidem na svété (Nauen a kol., 2008). Od roku 2000 bylo v navaznosti na
uspésné vyuziti imidaclopridu syntetizovdno Sest dalSich neonikotinoidnich
slou¢enin — clothianidin, thiamethoxam, acetamiprid, dinotefuran, nitenpyram a
thiacloprid (Morrissey a kol., 2015). Novou, osmou, slouceninou je sulfoxaflor,
uvedeny na trh v Cing a USA v roce 2013. V Ciné jsou syntetizovany a testovany
dalsi nové slouceniny, zejména cis-neonikotinoidy — izomery neonikotinoidu lisici se
od trans-neonikotinoidl orientaci nitroskupiny a kyanoskupiny. Trans a cis izomery
se mohou vyrazné¢ liSit v toxicité. Cis-neonikotinoidnich sloucenin bylo jiZ
syntetizovano vice nez 600, uvedeni na Cinsky trh se vSak blizi pouze dvé —
paichongding a cycloxaprid. Cycloxaprid tvofi prostfednictvim hydrolyzy v rostling
imidacloprid, ktery se uvolfuje postupné, ¢imz prodluzuje ochranu rostliny.
Paichongding i1 cycloxaprid jsou latky vysoce ucinné proti stejnokiidlému hmyzu a

motylim (Zhu a kol., 2011; Shao a kol., 2013).
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Pesticidy na bazi neonikotinoidl jsou pro oSetfeni semen anebo celych rostlin
jako ochrana pfed bodavym i zZvykacim hmyzem registrovany a pouzivany ve vice
nez 120 zemich (Jeschke a kol., 2011; Morrissey a kol., 2015). Imidacloprid a
nitenpyram jsou také pouzivany jako ucinné latky v ptipravcich na ochranu pst a
kocek ptred blechami (Wang a kol., 2018). V roce 2010 byla ro¢ni celosvétova
produkce piipravki, s G¢innou latkou na bazi neonikotinoidu, odhadnuta na 20 000
tun. Uspé&snost neonikotinoidnich ptipravki na trhu je piipisovana jejich u¢innosti na
Siroké spektrum skudcii, variabilité v jejich aplikaci a také v relativné nizké toxicité
pro savce a ptaky (Crossthwaite a kol., 2014; Morrissey a kol., 2015; Simon-Delso a
kol., 2015). Na trhu s insekticidy neonikotinoidy zaujaly vyznamny podil, zejména
na tkor organofosfatu a karbamata (Jeschke a kol., 2011).

Neonikotinoidy jsou bud’ cyklické (imidacloprid, thiacloprid, thiamethoxam)
anebo necyklické (nitenpyram, acetamiprid, clothianidin, dinotefuran) slouceniny.
Vsechny neonikotinoidni slouceniny vykazuji vysokou rozpustnost a stabilitu ve
vodg, kde jsou v anaerobnich podminkach a pfi neutralnim anebo mirné kyselém pH
odolné vii¢i hydrolyze. Vysoce stabilni jsou také v ptidé€, za ptiznivych podminek
vSak mohou podléhat fotodegradaci. Vysoka rozpustnost a stalost ve vodé¢ i v pudé
(n€kolik dnti az roky) podporuji pohyb téchto insekticidi prostiednictvim
povrchového a podpovrchového odtoku, a ve vhodnych podminkach vedou ke
zvySeni perzistence v prostiedi (Jeschke a kol., 2011; Bonmatin a kol., 2015;
Morrissey a kol., 2015).

2.1.2.1 Zakaz pouzivani nékterych neonikotinoidii v EU

Prvni zpravy o ztratdch vcel zpisobenych nové zavedenou tfidou insekticidd,
neonikotinoidd, zejména slouc¢eninou imidaclopridem pochazeji jiz z poloviny 90. let
minulého stoleti, z Francie. O nebezpecnosti prachu s obsahem clothianidinu,
vznikajiciho pfi seti osiva oSetfeného pesticidnim ptipravkem, varovali itals$ti védci
vroce 2004 na Evropské konferenci o vyzkumu vcel. Nebezpecnost
kontaminovaného prachu vznikajiciho pfi seti oSetieného osiva se potvrdila v roce
2008 otravou celych kolonii véel v Némecku a ve Slovinsku (Carreck, 2017).

Evropska komise nafizenim ¢ 485/2013 od 1. prosince 2013 zakazala pouzivani
imidaclopridu, clothianidinu a thiamethoxamu pro oSetfovani semen plodin

atraktivnich pro vcely, jako je napfiklad fepka olejna. Pouziti dalSich neonikotinoida
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ve formé postiikti — thiacloprid, acetamiprid, je stale povoleno, protoze jsou pro
véely povazovany za mén¢ toxické (Blacquiere a kol., 2012). Omezeni pouzivani tii
neonikotinoidnich latek byl podlozen ¢tyimi studiemi provedenymi v roce 2012 ve
Velké Britanii, prokazujicimi negativni vliv neonikotinoidi na vcelstva (Carreck,
2017).

V soucasnosti jsou na urovni Evropské unie patrné dvé tendence — pifehodnoceni
zékazu moteni osiva a prehodnoceni podminek pouziti ptipravkli na dosud povolené
aplikace. Vlivem zakazu pouziti neonikotinoida jako moftidel osiva stoupla potieba
osetfeni rostlin v dobé vegetace. Opylovaci jsou tedy chranéni pied vlivem moteného
osiva, avSak pfimo vystaveni insekticidim aplikovanych ve vegeta¢nim obdobi

(Woodcock a kol., 2017).

2.1.2.2 Mechanismus toxického ucinku

Neonikotinoidy patii mezi systémové insekticidy, ptsobici na centralni nervovou
soustavu organismi. Mezi neurotoxiny jsou zatazeny, protoze funguji jako agonisté
nikotinovych acetylcholinovych receptori (nAChRS) bezobratlych i obratlovct
(Wang a kol.,, 2018). Nikotinové acetylcholinové receptory jsou cholinergni
receptory vytvafejici iontové kanaly v plazmatickych membranach urcitych neuronti
a na postsynaptické stran¢ neuromuskularniho spojeni. Otevienym receptorem
prochazi ionty sodiku, drasliku a vapniku, nikotin i jeho analogy ptisobi na receptor
agonisticky (Karlin, 2010). Po navazani nikotinu na vazebné misto nAChRs dojde
Kk otevieni kanalu pro ionty sodiku, drasliku i vapniku a vznika elektricky potencial.
Nikotinové acetylcholinové receptory jsou zejména ve svalech, v mozku a
v perifernich vegetativnich nervech, funguji jako chemicky zavislé iontové kandly,
slozené z péti podjednotek, vytvafejicich v plazmatické membrané bunék vertikalni
por (Yamamoto a kol., 1998).

Predpoklada se, Ze neonikotinoidy mohou mit vySsi selektivitu viici nAChRs
bezobratlych nez obratlovc diky rozdilné struktufe receptord, z tohoto divodu
mohou neonikotinoidy vykazovat niz§i neurotoxicitu pro savce, ryby a ptaky
(Tomizawa a Casida, 2005). Neonikotinoidni molekula ziistava vazana na nAChRs
hmyzu, drzi tak otevieny iontovy kanal a ucinné zpusobuje kontinualni stimulaci
nervového systému. Nizka afinita neonikotinoidii k nAChRs obratlovcl souvisi

s odliSnou konfiguraci podjednotek, které tvofi tento receptor, takze vazba
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insekticidu na receptor je slaba anebo netrva tak dlouho jako u hmyzu (Yamamoto a
kol., 1998).

Mimo neurotoxicity neonikotinoidi ukazuji posledni studie dal$i mozné toxické
ucinky na bezobratlé i obratlovce, jako je imunotoxicita, hepatotoxicita, nefrotoxicita
a cytotoxicita (Wang a kol., 2018).

Siroké vyuzivani a dostupnost piipravki s obsahem neonikotinoidnich latek se
také projevilo na mnozstvi akutnich otrav lidi neonikotinoidy po zamérném poziti
ptipravku, obsahujicich u¢innou latku thiacloprid, imidacloprid a acetamiprid (Wang
a kol., 2018). Imamura a kol. (2010) naptiklad zminuji dva ptipady otravy lidi po
zamérném poziti pesticidniho pfipravku, Vv prvnim piipadé byl obsah 18 %
acetamipridu, v druhém pouze 2 % stejné latky. V obou piipadech se otrava
projevovala stejné — nevolnost, svalova slabost, kiece, tachykardie, hypotenze,

dusnost a zizen.

2.1.2.3 Neonikotinoidy ve vodnich ekosystémech

Pesticidy, véetn¢ neonikotinoidii se do vodnich ekosystémii dostdvaji zejména
povrchovym odtokem z oSetfenych ploch, po silnych destich. Dale prisakem do
podzemnich vod s néslednym podpovrchovym odtokem. Pevna frakce se do
recipientl dostava jako spad ve formé prachu, vznikajiciho béhem setby osiva
oSetfeného neonikotinoidnimi pfipravky. Urc¢ité koncentrace se v akvatickych
ekosystémech objevuji jako rezidua po oSetfeni rostlin v recipientu. Perzistence
V pudé a s ni souvisejici transport neonikotinoidii do vodnich ekosystémil zavisi do
zna¢né miry na faktorech jako je pH, teplota, typ pidy, obsah organickych latek,
piitomnost hnojiva, ale také rychlost aplikace a rostlinny pokryv (Morrissey a kol.,
2015).

Sanchez-Bayo a kol. (2016) shrnuji vysledky studii uplynulého desetileti,
zabyvajicich se koncentracemi neonikotinoidt a jejich rezidui v povrchovych vodach
11 zemi, sledovanymi od roku 2005. Z vysledki vyplyva ze:

e Rezidua sledovanych neonikotinoidl se nachazeji ve vodnich recipientech po

celém svéte.

e Ve 13 % analyzovanych vod byl detekovan acetamiprid, v 57 % dinotefuran a

v né¢kterych oblastech byla detekovana pfitomnost vSech sledovanych

sloucenin.
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e Primérné koncentrace vSech neonikotinoidnich slou¢enin byly v rozmezi od
0,08 pug.I"t do 0,73 pg.I™.

e Nejvyssi zjisténé koncentrace byly 320 pg.I" pro imidacloprid a 225 ug.I*t
pro thiamethoxam.

e Primérné hladiny rezidui se za poslednich deset let zvysuji, pficemz nejvyssi
mira rastu je u clothianidinu a thiamethoxamu, v souvislosti s rostoucim
trendem jejich pouzivani.

Ve studiich z Kalifornie (Starner a Goh, 2012), Nizozemska (van Dijk a kol.,
2013), Svédska (Kreuger a kol., 2010) a Vietnamu (Lamers a kol., 2011) byly
analyzovany koncentrace neonikotinoidi v povrchovych vodach. Maximalni
koncentrace imidaclopridu dosahly hodnot mezi 0,22 pg.I* (Vietnam) a 200 pg.I*
(Nizozemi). Typické hladiny rezidui jsou v povrchovych vodach niz§i nez 1 pg.I™.

Sultana a kol. (2018) v roce 2015 sledovali vyskyt thiamethoxamu, clothianidinu,
thiaclopridu, imidaclopridu a acetamipridu v Sesti povrchovych zdrojich surové pitné
vody Vv Kanadském Ontariu. Thiamethoxam, clothianidin a imidacloprid byli
detekovani ve vSech vzorcich, alesponi pifi jednom vzorkovani. Maximalni
koncentrace thiamethoxamu byla stanovena na 0,28 pg.I™, clothianidinu na 0,14 pg.I
! imidaclopridu 0,014 pg.I"t. Thiacloprid byl pfitomen pouze v jednom vzorku v
koncentraci 0,002 pg.I", acetamiprid nebyl v zadném vzorku detekovan. Rezidua
thiamethoxamu a imidaclopridu se objevovala i v upravené vod¢, v koncentracich
<0,1 pg.I"* pro thiamethoxam a <0,005 pg.I"* u imidaclopridu.

Hladik a kol. (2018) ve své studii uvadeji vysledky ro¢niho sledovéani koncentrace
imidaclopridu, thiamethoxamu a clothianidinu ve Velkych jezerech a jejich pfitocich
v USA, které probihalo od fijna 2015 do zati 2016. Ve studii uvadéji i dominantni
krajinny pokryv v okoli mista vzorkovéani. Neonikotinoidy nebyly detekovany pouze
tam, kde dominuje pfirozeny les. Primérné koncentrace imidaclopridu
v urbanizovanych a zemédélsky obhospodafovanych mistech byly stanoveny mezi
0,002 — 0,01 pg.I*%, thiamethoxamu 0,003 - 0,004 pg.I* a clothianidinu 0,002 — 0,027
ug.I"t. Maximaélni detekované koncentrace viak byly na mnoha mistech az desetkrat
vy$$i nez ro€ni primer.

Maximalni koncentrace neonikotinoidi v povrchovych vodach Ceské republiky,
dle Ceského hydrometeorologického ustavu (CHMU) v roce 2017 jsou zaznamenany
v tabulce ¢. 1. Graf ¢. 1 zobrazuje vyskyt maximalnich namétenych koncentraci

neonikotinoidd v povrchovych vodach CR mezi roky 2013 a 2017. Databaze CHMU
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obsahuje dale udaj o vyskytu imidaclopridu v podzemni vod¢. Tato koncentrace mezi
roky 2013 a 2017 klesla z 0,178 pg.I* na 0,05 pg.I* (CHMU, 2018). Ministerstvo
zdravotnictvi stanovuje v Ceské republice vyhlaskou ¢&. 252/2004 nejvys$si mezni

hodnotu vyskytu pesticidii pro zdroje pitné vody na 0,1 pg.I™.

Tabulka &. 1. Maximalni koncentrace vybranych neonikotinoidii v CR v roce 2017

(CHMU, 2018).
Maximalni koncentrace
Latka Misto odbéru
(bg.H)
Acetamiprid 0,025 Klapsky potok — Ustecky kraj
Clothianidin 0,17 Libogany — Ustecky kraj
Imidacloprid 0,31 Pikovice — Stfedodesky
Thiacloprid 0,31 Nagetinsky potok — Ustecky kraj
Thiamethoxam 0,16 Rotava — Karlovarsky kraj
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Graf ¢. 1. Zmény maximalnich naméfenych koncentraci vybranych neonikotinoidt v

povrchovych vodach CR mezy roky 2014 az 2017 (CHMU, 2018)
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2.1.2.4 Vliv neonikotinoidi na necilové organismy

Dosud provedené studie se zabyvaji zejména vlivem neonikotinoidii na vcelu
medonosnou (Apis mellifera), ¢melaky (Bombus sp.) a dalsi opylovace z Celedi
Apoidea. Studie dale, jako zasazené necilové druhy zminuji motyly (Lepidoptera) a
zizaly (Lumbricidae). Mén¢ studii se zabyva vlivem na akvatické organismy —
sladkovodni 1 marinni, pfestoze tyto ekosystémy jsou neonikotinoidy Siroce
zasazeny. U suchozemskych i1 vodnich bezobratlych jsou popsany toxické i
behaviordlni G¢inky na trovni jednotlivych organismt i efekty na urovni populaci

(Pisa a kol., 2014).

Terestrické organismy

Mnoho studii je zaméfeno na pusobeni neonikotinoidii na populace vcel, které
jsou cenény zejména jako vyznamni opylovaci vétSiny celosvétové vyznamnych
plodin. Ztraty v¢el oznacované jako zimni ztraty jsou sledovany na vnitrostatnich i
regionalnich urovnich. Méfeni zimnich ztrat ukazuji, Zze k degradaci populaci vcel
dochazi v mnoha Castech svéta. Vysoké ztraty nemaji jedinou pfi¢inu, ale jsou
dasledkem kombinace mnoha faktor, jako jsou ztraty biotopl, patogeny, parazité a
v neposledni fadé pesticidy, a vzhledem ktomu, Ze neonikotinoidy patii mezi
celosvétoveé nejpouzivanési pesticidni latky, je zkoumana jejich mozna korelace se
ztratami vcelstev (Pisa a kol., 2014).

Na vcely plsobi negativné zejména latky imidacloprid, clothianidin a
thiamethoxam, které se pouzivaly ve formé postiikii celych rostlin v jejich
vegetacnim obdobi. OSetiovana byla také semena plodin pied vysetim a klicici
kotfeny (Simon-Delso a kol., 2014). V¢ely pozivaji uréité koncentrace neonikotinoidd
obsazené v nektaru kvetoucich rostlin, dale ptichazeji do styku s pylem osetfenych
plodin. Koncentrace v nektaru a pylu jsou velmi proménlivé, odvozené od zptisobu
aplikace. Rostliny osetfené ve vegetacnim obdobi a rostliny s oSetienymi koieny
vykazuji vyssi koncentrace neonikotinoida v pylu 1 nektaru, nez rostliny z oSetfenych
semen (Pisa a kol., 2014). Podle testd toxicity provedenymi Nauenem a kol. (2001) a
Schmuckem a kol. (2001) se smrtelna davka imidaclopridu pro vcely pohybuje mezi
3,7 2400 ng.ks™. Odchylka pravdépodobné prameni od kombinaci toxicity perordlné
podavané¢ a kontaktné¢ pouzivané latky. Toxicita imidaclopridu se také lisi

Vv zavislosti na teplote, staii vcel, testovanych poddruzich vcel a piedchozi expozici
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pesticidim (Schmuck a kol., 2001; Belzunces 2012; Pisa a kol., 2014). Ackoli se
akutni toxicita neonikotinoidi v laboratornich a pfirodnich podminkéch v zavislosti
na biotickych i abiotickych faktorech 1isi, za pfedpokladu kombinace ptiznivych
podminek s obdobim aplikace insekticidu, mize byt tato aplikace pro vcelstvo
Vv okoli oSetiené plochy fatalni (Pisa a kol., 2014).

Neonikotinoidy maji na vcely také subletalni efekt, projevujici se zejména na
aktivité, pohybu, metabolismu a ontogenetickém vyvoji. Imidacloprid, thiamethoxam
a clothianidin podle Girolamiho a kol. (2009) vyvolavaji paralyzu svalu ktidel, coz
vede Kk zastaveni pohybu kiidel, imidacloprid dale naruSuje pohyblivost svalstva
nohou, znemoznuje chiizi a béh vcel. Pesticidy mohou pusobit i na larvalni vyvoj —
dospélci vylihli zlarev vystavenych imidaclopridu vykazuji poSkozeni nervové i
pohybové soustavy, vzniklé béhem vyvoje (Yang a kol., 2012).

Vystaveni vcel subletdlnim davkam ovliviluje také socialni fungovani vcel,
dochazi k naruseni paméti a orientace vcel. Letalni a subletalni efekt neonikotinoidt
muze byt posilen v pfipad¢ plisobeni dalSich pesticidli, patogent a paraziti (Pisa a
kol., 2014).

Existujici toxikologické studie naznacuji, ze dopady na dalsi taxony vcel (¢meléaci,
¢melaci mohou byt v nékterych ptipadech nachylnéjsi nez veely. Je zfejmé, Ze redlné
davky neonikotinoidi mohou mit Skodlivé ucinky na vyvoj larev, plodnost
dospélych, chovani jedinct a vykonnost celych kolonii (Pisa a kol., 2014).

Bezobratlym, ktefi neptlisobi jako opylovaci kulturnich plodin, studie nevénuji
tolik pozornosti, jako opylovaciim. Neonikotinoidy jsou vsak toxické pro témef
vSechny skupiny hmyzu, v¢etné druht, které preduji skidce (Van der Sluijs a kol.,
2015). Mnoho bezobratlych také tvofi podstatnou cast potravy mnoha druhd ptak.
Hallmann a kol. (2014) ve své studii uvadéji, ze zvySené koncentrace imidaclopridu
maji v souvislosti se snizovanim hmyzi populace mezi lety 2003-2010, na nékterych
mistech v Nizozemsku, negativni vliv na ptaci populace. Hallmann a kol. (2014) dale
uvadéji, ze v mistech, kde byla koncentrace imidaclopridu v povrchové vodé vyssi
nez 20 ng.I dochéazelo kazdoroéné ke snizeni populace hmyzozravého ptactva o 3,5
%. Tento trend se projevil aZz po zavedeni imidaclopridu v Nizozemsku, v poloviné

90. let 20. stoleti.
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Akvatické organismy

Dopad na urovni druhii

Vodni bezobratli jsou velmi dilezitou slozkou vodnich ekosystémii. Maji
vyznamnou roli jako predatofi, parazité i dekompozitoii. Mnoh¢ druhy bezobratlych
se zivi sedimenty, tvoifi také vyznamnou potravni zakladnu organismt z vysSich
stupnii potravniho fetézce. Vodni organismy jsou vuci pesticidam zvlasté citlivi, také
vzhledem ktomu Zze se nemohou snadno vyhnout expozici piesunem do
nekontaminovaného prostiedi. Ve vod€ rozpustné pesticidni latky ptredstavuji pro
bezobratlé vyssi riziko nez latky usazené v sedimentech. K piijmu pesticidi do téla
bezobratlych dochazi béhem dychani, pozifenim béhem pfijmu potravy a prichodem
epidermis (Pisa a kol., 2014).

Prvni neonikotinoidy uvadéné na trh vykazovaly velmi nizkou toxicitu pro druhy,
pouzivané standardné pro testovani toxicity. Letalni koncentrace 48hLC50 pro
perloo¢ky (Cladocera) byla mezi 10 - 80 mg.l", coz je mnohem vyse nez u
pyretroidll, organofosfatl a karbamati (Song a kol., 1997). Stejné tak toxicita pro
pstruha duhového (Onchorhynchus mykiss) a danio pruhované (Danio rerio) byla
nizk4, testy vykazovaly hodnoty 96hLC50 mezi 83 - 281 mg.I"t (Ding a kol, 2004).
Na zékladé téchto dat se usoudilo, Ze neonikotinoidy nemaji velky vliv na vodni
ekosystémy.

Sanchez-Bayo a Goka (2006) poukazuji na to, ze mnohé druhy vodnich
bezobratlych mohou byt vii¢i neonikotinoidiim citlivéj$i nez standardni testovaci
druhy, 48hLC50 pro sladkovodni lasturnatky (tiida Ostracoda) je 185 - 719 pg.I™.
Stoughton a kol. (2008) uvadi rozdilné stfedni letalni koncentrace pro riznonozce
(Hylella azteca) pti expozici 2 a 28 dnit — 115 a 7 ug.I* a pro larvy pakoméra
(Chironomus tentants) pii expozici 4 a 28 dnti — 5 a 0,9 pg.I™.

Letalni koncentrace neonikotinoidii jsou zavislé také na délce expozice, pro
sladkovodni lasturnatky je hodnota pétidenni LC50 tiikrat nizSi nez dvoudenni
(Sanchez-Bayo, 2009), pro jepici dvoukiidlou (Cloeon dipterum) je chronicka
toxicita (28 dni) 800krat vyssi nez akutni toxicita (2-4 dny) (Van den Brink a kol.,
2016). Vyssi chronickou toxicitu oproti akutni toxicité potvrdili Beketov a Liess
(2008) a Roessink a kol. (2013), ktefi provedli akutni a chronické testy tfech
neonikotinoidii (imidacloprid, thiamethoxam a thiacloprid) na nékolika dalSich

druzich, vcetné hrotnatek (Daphniidae), blesived (Gammarus), stfechatek
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(Megaloptera) a larvach jepic (Ephemeroptera) a vazek (Odonata). Pii testech
Vv kontrolovanych piirodnich podminkach bylo pozorovano, Ze organismy neumiraji
okamzité¢ po oSetfeni rostlin insekticidnim ptipravkem, ale zhruba tyden po aplikaci,
k vymieni celé populace pak dochazi béhem nékolika tydnt. Kratkodobé laboratorni
studie navic neodhaluji fakt, Ze toxické U¢inky nizSich koncentraci, mohou byt
zesileny faktory prostiedi, pfipadné mohou byt zpomaleny, coz se miiZze projevit
v obnovovani populace (Beketov a Liess, 2008).

Pfitomnost neonikotinoidii v prostiedi plisobi na organismy také subletalné,
ovliviiyje rast, reprodukci, pohyblivost, pfijem potravy a plavéani. Jiz koncentrace
imidaclopridu 0,1pg.I"t zptisobuje inhibici pi{jmu potravy a ristu jepic, podobng
pisobi i na blesivce. Imobilita jepic a blesivet byla pozorovana pti koncentracich 0,1
- 0,2 pg.I"t (Alexander a kol., 2008; Ashauer a kol., 2011; Roessink a kol., 2013;
Morrissey a kol., 2015).

Databdze Americké agentury pro ochranu zivotniho prostfedi (EPA), ECOTOX,
obsahuje LC50 imidaclopridu pro 57 druhd vodnich organismu, patiicich do Sesti
radi. Nejcitlivéjsimi organismy jsou podle databaze jepice a dalSi vodni hmyz,
nasleduji korys$i fadi Amphipoda, Ostracoda, dale krevety (Caridae), niténky
(Tubificidae) a mekkysi (Mollusca). Nejodolng&jsi jsou viuc¢i neonikotinoidim ryby
(Sanchez-Bayo a kol., 2016). Vsechny testované druhy perloocek jsou velmi
tolerantni, vyjimku tvoti Ceriodaphnia dubia, ktera vykazuje stejnou citlivost jako
ttida Ostracoda. Perloocky proto nejsou vhodnym indikaénim druhem pro hodnoceni
vlivu neonikotinoidnich sloucenin na dal$i taxony bezobratlych (Beketov a Liess,
2008). Rozd¢leni citlivosti jednotlivych taxonomickych skupin je zndzornéno v grafu

¢. 2.
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Graf ¢. 2. Distribuce citlivosti vybranych akvatickych organisma vié¢i imidaclopridu
(upraveno podle Sanchez-Bayo a kol., 2016).

Graf distribuce citlivosti druht pouzily vladni agentury nékterych zemi ke
stanoveni maximalnich koncentraci v povrchovych vodach. V Nizozemsku a dalSich
evropskych zemich je, naptiklad limitni koncentrace imidaclopridu stanovena na 0,2
ug.I? pro kratkodobé zneéisténi, pfi dlouhodobém zatiZeni je stanovena hranice 8,3
ng.Il. V USA je stanovena tzv. , Aquatic Life Benchmark® imidaclopridu pro
bezobratlé na 1,05 pg.I'?, v Kanadé je tato hranice 0,23 pg.l™, ve Svédsku 13 ng.I*
(Kreuger a kol., 2010; Anderson a kol., 2015; Smit a kol., 2015). Limitni
koncentrace dalSich latek ze skupiny neonikotinoidi jsou podobné. Mnoho dalSich
zemi v8ak doposud nestanovilo limitni koncentrace, protoze vychazi z toxicity pro
hrotnatky a ryby. Na rozdil od jinych pesticidd, jsou vySe uvedené prahové hodnoty
vSak spiSe orientaCni, protoze, jak jiz bylo uvedeno, toxicita neonikotinoidi pro

bezobratlé roste s délkou expozice (Sanchez-Bayo a kol., 2016).

Dopad na urovni spolecenstev
Experimenty sledujici dopad neonikotinoidii na spolecenstva vodnich organismu
pracuji zejména s kontrolovanym prosttedim ryZovych poli (Japonsko) a fek

(Portugalsko, Kanada a Neémecko). Spole¢nym rysem téchto kontrolovanych
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terénnich experimentil je fakt, ze subletadlni efekt maji na organismy koncentrace,
které jsou hluboko pod hodnotami LC50 testovanych vodnich druhti (Sanchez-Bayo
a kol., 2016).

Ke snizeni abundance vodniho hmyzu muze dochéazet jiz pii koncentracich
imidaclopridu 1 - 2 pg.I" a thiaclopridu 3,2 pg.I%. V kritkodobém horizontu je
snizeni abundance zplsobeno piimou toxicitou, z dlouhodobého hlediska vSak
vymizenim citlivéjSich druhti vznika volna nika pro druhy tolerantnéjs$i (Sanchez-
Bayo a Goka, 2006). K obnoveni populaci citlivych druhit dochazi pouze, je-li
koncentrace neonikotinoidnich latek ve vod& anebo sedimentu niz§i nez 1 pg.I?
(Hayasaka a kol., 2012), samotné obnoveni je velmi pomal¢, navic obsadil-li plivodni
niku konkuren¢ni druh, k navratu druhu prakticky nedochdzi (Liess a kol., 2013).
Pokud nedojde k obnoveni populace, nedojde ani k obnoveni struktury spolecenstva
vodnich organismti (Hayasaka a kol., 2012). Dopady ptisobeni neonikotinoidii jsou
v kontrastu  sucinky jinych pesticidnich latek. Mnoho pyretroidi a
organofosfore¢nanti zplsobuje vysokou okamzitou mortalitu cilovych i necilovych
druhii, avsak nepisobi kumulativné a umoznuji obnovu postizenych populaci béhem
nékolika tydnt (Brock a kol., 2010).

Zmeéna slozeni spolecenstev v tekoucich vodach mize byt také zptisobena migraci
organismu ze zasazenych oblasti nize po proudu. Tento jev byl pozorovan naptiklad
u larev muchniéek Simulium latigonium, nymfy jepice pfedjarni (Baetis rhodani) a
blesivce obecného (Gammarus pulex), kdyz koncentrace riznych neonikotinoidiu
dosahovala 1/10 LC50 jednotlivych druht (Beketov a Liess, 2008).

Castym jevem je narudeni trofickych interakci mezi dravcem a kofisti (Morrissey
a kol., 2015). Zmény v potravni strategii byly pozorovany napiiklad pfi interakci
larev blesivce poto¢niho (Gammarus fosarum) snymfami jepice predjarni pti
koncentraci thiaclopridu 0,5 - 1 pg.I, tyto koncentrace zvySovaly dravost
blesived vi¢i nymfam na ukor detritovorni c¢innosti (Englert a kol., 2012.)
Kreutzweiser a kol. (2008) uvadéji i dalsi piiklady zmény potravnich strategii,
zejména u detritovornich poSvatek a chrostikl. Zména chovani byla pozorovana u
organismli rozkladajicich opadané listy zjavorovych stromi, oSetienych
imidaclopridem v realnych polnich koncentracich (3 - 11 mg.I"). Depozice
oSetfenych listli nezpiisobila mortalitu vodnich organism, ale zajistila nepiiznivé
subletalni G¢inky, zejména zpomaleni a omezeni rozkladu organické hmoty vodnim

hmyzem.
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Dopad na akvatické ekosystémy

Dopad vysSe uvedenych skutecnosti dosud nebyl analyzovan komplexné,
Z pohledu celych ekosystému. Dosud publikované studie se zamétuji maximalné na
spoleCenstva akvatickych organismii. Problémem je ziskavani dlouhodobych
experimentalnich dat, kterd by ukazovala souvislosti mezi G¢inky neonikotinoidl na
urovni jednotlivych organismii s dopady na ekosystémy. Z dosud provedenych
pozorovani mohou byt identifikovany dvé hlavni oblasti dopadu plsobeni
neonikotinoidii. Prvni je omezeni rozkladu organickych latek vodnimi organismy
v disledku snizeni abundance rozkladac¢i. Druhym je pak sniZzeni abundance
bezobratlych i obratlovct, jejichz potravni zékladnu tvofi vodni bezobratli (Sdnchez-
Bayo a kol., 2016).

Rozklad organické hmoty, vnasené do vodnich recipientd, je jednou ze zakladnich
slozek ekosystémi. Organicka hmota je potravou mnoha vodnich a bentickych
organismu, jeji rozklad také ovliviiuje kvalitu vody v recipientech (Sanchez-Bayo a
kol., 2016). Mnoho rozkladact organické hmoty je citlivych vici vyskytu polutantd,
vcetné neonikotinoidd, v prostiedi. Mezi citlivé rozkladace, jejichZ populace mohou
byt ohrozeny pravé neonikotinoidy patéi larvy jepic, bleSivcl, posvatek a
dvouk#idlych, dale riznonozci, lasturnatky a stejnonozci (Kreutzweiser a kol., 2007).

Vzhledem Kk provazanosti jednotlivych slozek ekosystémd, se da predpokladat, ze
snizeni abundance druhti, zivicich se primarné bezobratlymi mulZe korelovat se
snizenim pocetnosti bezobratlych, zptisobenou znecisténim prostiedi neonikotinoidy.
Tento fakt se vSak vzhledem k mnozstvi polutantl v prostiedi nedéa prisuzovat pouze

neonikotinoidiim (Sanchez-Bayo a kol., 2016).

2.2 Material pouZzity v testech toxicity

2.2.1 Thiacloprid

Thiacloprid  ([3-[(6-chloro-3-3pyridinyl)methyl]-2-thiazolidinylidene]cyanamid)
je pesticidni latka ze skupiny chlorovanych neonikotinoidd, S insekticidnimi Gcinky.
Na trhu je od roku 2003 prodavan pod nékolika obchodnimi nazvy némeckou
spole¢nosti Bayer CropScience AG ( Bayer CropScience, 2018).

Thiacloprid je naZloutld krystalicka latka bez zapachu, velmi dobfe rozpustna ve

vodé (EPA, 2003). Zakladni vlastnosti latky jsou zaznamenany v tabulce ¢. 2.
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Tabulka ¢&. 2. Zakladni fyzikaln&-chemické parametry thiaclopridu (podle CHMU, 2018).

Molekulova hmotnost Rozpustnost ve vodé Polocas rozpadu v pudé
Parametr
(g.mol) (mg.I) (dny)
Thiacloprid 257,72 184 - 185 7-21

U¢inna latka thiacloprid ptisobi v pesticidnich p¥ipravcich zejména pii ochrand
jabloni, tfesni, viSni a slivoni proti zravym Sktdcim, jadrovin a peckovin proti
msicim, brambor proti mandelince bramborové a proti skiidcim fepky olejky a
hoi¢ice bilé (Bayer CropScience, 2018). Toxicita thiaclopridu pro nékteré organismy

je uvedena v tabulce ¢. 3.

Tabulka ¢. 3. Toxicita thiaclopridu pro vybrané druhy

Koncentrace (mg.I

Druh Ukazatel ) Zdroj
Krysa obecna A
LD50 444 CHMU, (2018)
(Rattus rattus)
Pstruh duhovy A
. 96hLC50 30,5 CHMU, (2018
(Onchorhynchus mykiss)
Rasa A
) EC50 97 CHMU, (2018)
(Desmodesmus subspicatus)
Hrotnatka velka -
. EC50 85,1 CHMU, (2018)
(Daphnia magna)
Jepice pfedjarni
, . 96hLC50 0,0046 PANNA, (2018)
(Baetis rhodani)
Blesivec obecny
96hLC50 0,35 PANNA, (2018)
(Gammarus pulex)
Krepel virginsky
LD50 2716 mg.ks™! TOXNET, (2018)
(Colinus virginianus)
V/&ela medonosna
Kontakt 24.2 pg.véelat TOXNET, (2018)

(Apis mellifera)

Dle tdajit CHMU (2018) bylo v Ceské republice v roce 2016 aplikovano 25 972,2
kg (1) thiaclopridu, rozd€leni tohoto mnozstvi mezi jednotlivé plodiny, je zndzornéno
v grafu v piiloze ¢. 1. Celkova spotieba thiaclopridu, obsazeného v pesticidnich

ptipravcich, v Ceské republice mezi lety 2001-2016 je zobrazena v grafu v piiloze &.
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3. Maximélni koncentrace thiaclopridu 0,57 pg.1", v Ceské republice byla zjiiténa v
roce 2016 na Lucickém potoce na Havli¢kobrodsku (CHMU, 2018).

2.2.2 Raci

Raci jsou vSezravi benticti makrofagové, patfici mezi nejvétsi vodni bezobratlé
zivocCichy, jejichz Skala pfijimané potravy je velmi Sirokd a vzhledem k této
skutecnosti, jsou ve vodnim prostiedi nezastupitelni, patfi mezi korySe fadu
Decapoda, infratddu Astacida (Hobbs, 1989), vramci evropskych raki je
V soucasnosti akceptovano pouze pét druht, patficich do dvou rodl (Kozak a kol.
2013). Druhove bohatsi je naopak Severni Amerika, kde se mize vyskytovat i vice
nez 400 druhu sladkovodnich raka (Hobbs, 1989; Crandall a Buhay, 2008; De Grave,
2009).

T¢lo raka je ¢lenéno na dvé ¢asti — hlavohrud’ (cephalotorax), kterou tvoti celkem
13 télnich c¢lankd a zadecek (abdomen), slozeny ze Sesti zfetelnych kratkych,
Sirokych ¢lanka. Télo rakt je kryto krunyfem (exoskeletem), hlavohrud’ kryje
z vrchni strany a boku celistvy karapax, ktery vptedu vybihd mezi ofima do rostra.
Povrch karapaxu miize byt, v zavislosti na druhu raka, hladky, granulovany i pokryty
drobnymi, ostrymi trny. T¢lo raka nese celkem osmnéct parli, rizné¢ pozménénych
koncetin, nejvyraznéj$i je devaty par, opatfen vyraznymi klepety. Raci dychaji
pomoci Zaber, ulozenych v Zabernich komorach na bocich cephalotoraxu (Kozék a
kol., 2013).

Rak cerveny (Procambarus clarkii)

Rak ¢erveny, dortistajici obvykle 10 az 12 vyjimeéné az 20 cm, patii mezi sttedné
velké raky. V pfirodé€ se diky rychlému Zivotnimu cyklu doziva obvykle maximalné
18 mésici, na chladnéjsich lokalitach se vSak muze dozit az péti let (Holdich a kol.,
2006; Crandall a Buhay, 2008).

Dospéli jedinci jsou obvykle Cerveni nebo Cerveno az oranzovohnédi, juvenilni
racata byvaji méné vyrazna, olivove zelena ¢i hnéda (Pockl a kol., 2006)

Hlavohrud’ raka cerveného je pomérné uzkd, na povrchu vyrazn€ zrnita,
S vyraznym rostrem, zakon¢enym kratkou $pi¢kou Zménami v anatomii hlavohrudi

doslo k vytvoteni prostoru pro vétsi rozvoj dychaciho aparatu v zaberni duting, diky
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tomu je rak cCerveny, oproti jinym druhlim, odolnéjs$i vuéi nizké koncentraci
rozpusténého kysliku ve vodé (Holdich a kol., 2006; Kozak a kol., 2013).

Zivotni cyklus raka ¢erveného je odvozen od podminek, ve kterych se dana
populace nachazi. Tento druh se vyznacuje vysokou plodnosti, samice maji 200 az
300 vajicek, ale vyjimeéné i 700 (Huner, 2002), racata velmi rychle rostou, pohlavni
dosp€losti mohou dosdhnout jiz ve véku péti mésict (Kozék a kol., 2013).

Rak cerveny ma znacné migracni schopnosti, dokdze se rychle S§ifit na nové
lokality, je také pienaSeCem rac¢iho moru (Gherardi a kol., 2000). Tento druh je
znaén¢ odolny vici celé tfadé¢ parametrd vodniho prosttedi, pfi nedostatku
rozpusténého kysliku ve vodé je schopny dobte vyuzivat vzdusny kyslik, dokaze se
také ptizpusobit nizkym teplotdm, ackoliv se jedna o teplomilny druh (Kozék a kol.,
2013).

Rak mramorovany (Procambarus fallax f. virginalis)

Rak mramorovany patii mezi mensi druhy rakt, obvykle dortistd méné€ nez 10 cm,
nejvetsi jedinci mohou mit az 13 cm. Pramérné se doziva dvou let, jde tedy o znacné
kratkoveéky druh (Pockl a kol., 2006; Vogt, 2010).

Charakteristické je pro tento druh mramorovani na hnédém anebo zeleném
podkladu. Mald a slabé zrnitd klepeta jsou naopak bez patrného mramorovani
(Holdich a kol., 2006).

Tento druh raka se rozmnozuje partenogeneticky — jsou znamy pouze samice,
samci nebyli pozorovani (Martin a kol., 2007). Pohlavni dospé&losti dosahuji samice
ve 25 az 35 tydnech véku, v zavislosti na podminkach prostfedi (Holdich a kol.,
2006). Vzhledem k nenarocnosti na zivotni podminky, rychlému ristu, dospivani a
vysoké plodnosti je jeho odchov jednoduchy a chovatelé se casto zbavuji
nadbyte¢nych jedincl vypusténim do volné ptirody, kde je schopen piezit a dale se
rozmnozovat. Rak mramorovany je potencidlnim pfenaSecem rac¢iho moru (Jimenez

a Faulknes, 2011).

Rak ni¢ivy (Cherax destructor)

Rak ni¢ivy je jednim z pomémé velkych druhi rakl, dorstajicich az 15 cm.
Doziva se obvykle tii, maximalné Sesti let. Zbarveni krunyte je variabilni, od bézové

po témer Cernou, jedinci Vv zajeti byvaji modrosedi, modii, Cerveni i Zluti. Vyrazné
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vyvinutd klepeta jsou hladkd a nesou identické zbarveni jako hlavohrud’, spodni
strana je zpravidla bila az Sed4 (Holdich a kol., 2006).

Rak nicivy se nespecializuje na jeden typ habitatl, obyva Siroké spektrum — od
pramenist’, horskych usekt fek az po subtropické potoky, jezera a baziny, Castéji se
ale vyskytuje ve stojatych vodach. Pivodni habitaty jsou periodicky vysychajici,
s tim souviseji kyslikové deficity, které vedly k rozvoji schopnosti vyuzivat v ptipadé
potieby 1 vzdusny kyslik. Pohlavni dospélosti rak ni¢ivy dosahuje i diive nez ve véku
jednoho roku, samice jsou velmi plodné a za vhodnych podminek jsou schopny
rozmnozovat se az pétkrat za rok. Tento druh je vysoce pfizplsobivy, vyznacujici se

agresivitou a teritorialitou (Kozék a kol., 2013).

2.2.3 Perloocky (fad Cladocera)

Perloocky tvoii monofyletickou skupinu drobnych vodnich korysa, vyskytujicich
pfedev§im ve stojatych vodach jako soucast planktonu. Tvofi potravni zakladnu
mnoha druht ryb a dalSich vodnich zivocichtl, samy se Zivi fytoplanktonem, existuji
vSak i dravé druhy zivici se zooplanktonem (Ruppert a kol., 2004).

PerlooCky maji lateralné zplostélé télo, opatfené dvouchlopniovou skotfapkou, na
bfiSni strané¢ rozevienou. Na hlavé maji jedno slozené oko a naupliové ocko.
Pohybuji se pomoci antén, potravu filtruji pomoci hrudnich nozek, které¢ maji také
dychaci epipodity. Cévni soustava je redukovana na srdce s parem ostii (Sedlék,
2005).

Pro perlooCky je typickd heterogonie, za optimdlnich podminek ptevladaji
V populaci samicky, rozmnoZuji se partenogeneticky, pii ndstupu nepifiznivych
podminek dojde u samic k tvorbé haploidnich vajicek, ze kterych se lihnou samci. Za
neptiznivych podminek kladou samice po oplozeni samcem ephippia, ve kterych jsou
vajicka schopna preZzit nepfiznivé podminky. Nejznamé&j$imi zastupci jsou hrotnatky
(Daphniidae), nosaticky (Bosminidae) a ramenatky (Leptodoridae) (Sedlak, 2005).

Z toxikologického hlediska jsou perloocky vyznamné jako citlivé indika¢ni druhy.
Zejména zastupci hrotnatek jsou vyuzivany jako testovaci organismus k biologickym

zkouskam toxicity (Velisek a kol., 2014).
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3 MATERIAL A METODIKA

Vliv pesticidii na bazi neonikotinoidli na necilové organismy byl hodnocen
pomoci akutniho testu toxicity na racich a akutniho imobilizaéniho testu na
hrotnatkach velkych (Daphnia magna.). Experimenty probihaly v akvarijni mistnosti
Laboratoie vodni toxikologie a ichtyopatologie a V prostorach Laboratofe etologie
ryb a rakli Vyzkumného tustavu rybaiského a hydrobiologického ve Vodinanech,

Fakulty rybafstvi a ochrany vod, Jihoeské univerzity v Ceskych Budg&jovicich.

3.1 Testovana chemikalie

Pro experiment nebyl pouzit chemicky C¢isty neonikotinoid, ale insekticidni
piipravek CALYPSO® 480 SC (obr. ¢. 1), obsahujici neonikotinoid thiacloprid ((Z)-
[3-[(6-chloro-3-pyridinyl)methyl]-2-thiazolidinylidene]cyanamid) o koncentraci 480
g.1? (40,4% hm). Insekticidni piipravek Calypso byl zakoupen od némecké

spole¢nosti Bayer CropScience AG.

Obrézek ¢. 1. Insekticidni ptipravek CALYPSO® 480 SC (Foto: A. Strouhova).
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3.2 AKutni test toxicity na racich

3.2.1 Experimentalni organismy

Vzhledem Kk tomu, e piivodni druhy rakli, vyskytujici se na tizemi Ceské
republiky patfi mezi ohrozené druhy a jsou chranény vnitrostdtnimi i evropskymi
predpisy, byly pro ucely akutniho testu toxicity pouzity druhy invazni, dva
severoamerické - rak mramorovany (obr. ¢. 2) a rak Cerveny (obr. ¢. 3) a jeden

australsky - rak nicivy (obr. ¢. 4).

: Al
Obrazek ¢. 2. Rak mramorovany (Procambarus fallax f. virginalis) (Foto: A. Strouhova).

Obrazek €. 4. Rak ni¢ivy (Cherax destructor) (Foto: A. Strouhova).
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Jedinci vSech pouzitych druhti byli ziskani z chovu Fakulty rybafstvi a ochrany
vod, Vyzkumného ustavu rybatského a hydrobiologického ve Vodnanech. Od
kazdého druhu byla pouzita dvé riizna vyvojova stadia, kterd se testovala oddéleng,
celkem tedy bylo provedeno Sest testu.

Primémé délky t€l (méfi se od zaCatku rostra po konec telsonu) a primérné
hmotnosti rakl pouzitych v testech akutni toxicity jsou zaznamenany v tabulce ¢. 4.

Vsichni jedinci byli v dobré zdravotni kondici.

Tabulka ¢. 4. Primérné miry rakd pouzitych v testech toxicity.

Primérna délka téla Prdmérna hmotnost
Druh raka
(mm) £ SD (mg) £ SD

Rak mramorovany

22,74 2,75 224,64 £ 84,45
(mladsi jedinci)
Rak mramorovany

45,02 + 7,87 2364,87 + 1499,11
(starsi jedinci)
Rak Cerveny

o 13,55+ 1, 67 49,00 + 13,00

(mladsi jedinci)
Rak Cerveny

23,03 +5,29 311,13 £ 220,24
(starsi jedinci)
Rak niCivy

20,90 £ 3,20 214,5 + 136,28
(mladsi jedinci)
Rak niCivy

49,27 + 9,88 3780,00 + 3183,00
(stari jedinci)

3.2.2 Princip a podminky testu

Test byl proveden s modifikacemi podle metodiky OECD ¢&. 203 pro testovani
akutni toxicity na rybach.

Testované organismy byly po dobu 96 hodin vystaveny uéinku rtznych
koncentraci testované latky rozpusténé ve vodeé, testovaci organismy byly nasazeny
také do vody bez testované latky, vznikla tak kontrolni skupina. Po kazdych 24
hodindch byla ldzen vymeénovana a zaznamendvala se mortalita testovacich
organismil. Z hodnot mortality se pomoci probitové analyzy stanovila LC50 —
koncentrace testované¢ho vzorku, ktera vyvolala thyn 50 % testovacich organismi.

LC50 se stanovovala po 24, 48, 72 a 96 hodinach.
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3.2.3 Prubéh testu

Test akutni toxicity byl proveden na tfech druzich raki, kdy od kazdého druhu
byla pouZita dvé riiznd vyvojova stadia (pro ucely této prace oznacovani jako starsi —
obr. ¢. 5 a mladsi — obr. €. 6 jedinci), celkem bylo provedeno Sest testil, kazdy test

byl provadén ve dvou stejnych koncentra¢nich fadéch.

Obrazek €. 5. Starsi jedinec raka ni¢ivého (Foto: A. Strouhova).

Obrazek ¢. 6. Mladsi jedinci raka ¢erveného (Foto: A. Strouhova).
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Pted zahajenim test byly raci vzdy zkontrolovani a rozd¢leni do akvarii po 7 az
10 kusech, tedy 14 az 20 kust pro kazdou koncentraci (pii testovani starSich jedinct
bylo pouzito vZdy méné kusii nez pii testovani mladSich jedincil). Pro znemoZnéni
kanibalismu pfi testovani vétSich jedinct byli raci v akvériich oddé€leni pomoci

specialnich plastovych boxu (obr. €. 7.).

Obrazek €. 7. Specialni plastovy box pro oddéleni starSich raka (Foto: A. Strouhova).

Pro testovani starSich raki byla pouzita akvaria o objemu 20 | s 10 litry vody (obr.
¢. 8), mensi raci byli testovani v 0,5 a 1 1 vody (obr. ¢. 9). Po rozdéleni do akvarii

byli raci 7 dni pted expozici pesticidu aklimatizovani v ¢isté vode.

Obrazek ¢. 8. Akvaria o objemu 20 I pro testovani star§ich rakt (Foto: A. Strouhova).
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Obrazek ¢. 9. Kadinky o objemu 1 1 pro testovani mladsich rakd (Foto: A. Strouhova).

Voda pouzita pro testy méla kyselinovou neutralizaéni kapacitu (KNKss) 1,0
mmol.I%, koncentraci celkového amoniaku (NH3+NHs) 0,1 mg.I?, koncentraci
dusi¢nanti (NO3) 2,92 mg.I, koncentraci dusitanti (NO2") 0,0001 mg.I, koncentraci
fosfore¢nantt (POs*) 0,003 mg.I, koncentraci véapenatych a hofednatych ionti
(Ca?*+Mg?") 7,0 mg.I"t a chemickou spotiebu kysliku (CHSKmn) 0,6 mg.I"t. Dalsi
fyzikaln¢ chemické parametry vody v akvariich (teplota, pH a nasyceni vody
kyslikem) byly méteny pred zahajenim testd, dale po 24, 48, 72 a 96 hodinach, vzdy
pred vyménou lazné, vSechny hodnoty byly pravidelné kontrolovany a
zaznamenavany. Teplota se pohybovala mezi 17,7 az 22,5 ° C, pH vody bylo
vV rozmezi 7,21 az 8,12, nasyceni vody kyslikem dosahovalo 84-106 %.

Vysledky testl lze povazovat za platné, jelikoz v jednotlivych testech:
v kontrolnich skupinach nebyly zaznamenany uhyny (povolené maximum je do 10
%); teplota vody se nezménila o vice nez 1 stupen Celsia; pH se nezménilo o
jednotku; nasyceni vody kyslikem nekleslo pod 60 % a koncentrace testované latky
neklesla pod 80 % nominalni koncentrace. Béhem testi byla analyticky stanovena
koncentrace thiaclopridu ve vodé¢ pomoci metody kapalinové chromatografie
(HPLC-MS/MS). Koncentrace thiaclopridu ve vodé béhem testl neklesla pod 95 %
nominalni koncentrace. Stanoveni koncentrace nebylo soucésti bakalafské prace a
toto stanoveni bylo provedeno formou sluzby. Byla tedy splnéna validace pro akutni
testy toxicity.

Celkova doba expozice pii testu akutni toxicity byla 96 h. Po kazdych 24

hodinach byli raci kontrolovani a byla jim vyménovana lazen, plastové boxy byly
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z akvarii opatrné vyjmuty, raci byli zkontrolovani (pozorovaly se zmény v chovéani,
pohybova aktivita, Uhyny aj.), uhynuli jedinci byli odstranéni, zmé&feni (obr. ¢. 10) a

zvazeni (obr. ¢. 11), byla zaznamenana mortalita a dalsi pozorované zmény

Vv jednotlivych koncentracich.

Obrazek ¢. 10. Méteni uhynulého jedince (Foto: A. Strouhova).

Obrazek ¢. 11. Vazeni uhynulého jedince (Foto: A. Strouhova).

V pribchu testi raci nebyli krmeni, z divodu zamezeni piipadného uvolnéni

dal$ich toxini a ovlivnéni toxicity testované latky. Koncentrace testované latky
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Calypso byly stanoveny na zaklad¢ piedbéznych testl, testovanych koncentraci bylo
8-10, vzdy bylo pouzito také kontrolni akvarium s nulovou koncentraci testované

latky. Vtabulce ¢. 5 jsou zaznamenany poCty koncentraci, poCty jedinct

v

testech.
Tabulka ¢. 5 Zakladni parametry jednotlivych testl toxicity.
Podet Nejnizsi Nejvyssi
Pocet o Objem
Druh raka | jedinchv o koncentrace | koncentrace
koncentraci . lazné (1)
koncentraci (mg.I) (mg.I")
Rak mramorovany (mladsi jedinci) 10 20 0,5 0,1 80
Rak mramorovany (starsi jedinci) 8 14 10,0 0,1 80
Rak Cerveny (mladsi jedinci) 8 16 1,0 0,1 80
Rak Cerveny (starsi jedinci) 9 14 10,0 01 50
Rak ni¢ivy (mladsi jedinci) 9 15 10,0 0,1 50
Rak nicivy (starsi jedinci) 7 14 10,0 0,1 50

3.2.4 Vyhodnoceni testii akutni toxicity

Hodnoty mortality ziskané z jednotlivych akutnich testti toxicity na racich byly
pouzity pro vypocty letalnich koncentraci (LC) pro jednotlivé druhy testovanych
organismi. Letalni koncentrace byly urceny linedrni regresi a probitovou analyzou
s intervalem spolehlivosti 95 % pomoci programu EKO-TOX (verze 5.2, INGEO
Liberec). Po 24, 48, 72 a 96 hodinach byly uréovany:

e LCO (koncentrace testované latky v mg.I" kterd nezplisobi tthyn Zadného

testovaciho organismu),

e LC50 (koncentrace testované latky v mg.I? kterd zplsobi uhyn 50 %

testovacich organismil) a
e LC100 (koncentrace testované ldky v mg.I ktera zpiisobi thyn 100 %

testovacich organismi).
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3.3 Akutni imobiliza¢ni test na Daphnia magna

3.3.1 Experimentalni organismy

Hrotnatky pouzité v akutnim imobiliza¢nim testu byly kultivovany v Laboratofi
vodni toxikologie a ichtyopatologie. Jedinci pouziti v testu pochazeli z jednoho

chovu a nebyli star$i nez 24 hodin.

3.3.2 Princip a podminky akutniho imobiliza¢niho testu na

hrotnatkach

Test byl proveden podle metodiky OECD ¢. 202 akutni imobiliza¢ni test na
hrotnatkéch.

Po dobu 48 hodin byly testovaci organismy vystaveny u¢inku riaznych koncentraci
testovaného ptipravku Calypso, rozpusténé ve standardni fedici vodé (ISO).
Soucasné byly nasazeny organismy do fedici vody bez testované latky — kontrola.

Po 24 a 48 hodinich byly organismy zkontrolovany, zaznamendvala se
imobilizace a mortalita testovanych jedincti, z hodnot byla pomoci probitové analyzy
stanovena EC50 — koncentrace ktera zpisobila imobilizaci 50 % testovacich

organismd.

3.3.3 Prubéh akutniho imobiliza¢niho testu na hrotnatkach

Akutni imobiliza¢ni test na hrotnatkdch byl proveden na 24 hodin starych
jedincich Daphnia magna. Test byl proveden ve dvou stejnych koncentracnich
radach.

Pfed zahajenim testu byly hrotnatky rozdéleny po 10 kusech do kadinek se 100 ml
standardni fedici vody pfipravené podle ISO 6341 pro testy toxicity na hrotnatkach.
Do kadinek byla dale davkovana testovand latka podle koncentracni fady sestavené
na zakladé pfedbéZného testu. Koncentracni fada zahrnovala 7 riznych koncentraci
(0,5; 1; 10; 20; 40; 60; 100 mg.I"Y), dale byla pouzita kontrolni kadinka s nulovou
koncentraci pesticidniho pfipravku. Kazdd testovana a kontrolni skupina byla

provedena ve dvou paralelnich opakovanich (obr. ¢. 12).
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Obrazek ¢. 12 Koncentracni fada ve dvou paralelnich opakovanich (Foto: A. Strouhova).

Teplota béhem testu byla 21,0 = 0,2 °C); koncentrace rozpusSténého kysliku
V testovanych roztocich na konci testu byla vétsi nez 2 mg.1; koncentrace testované
latky béhem testu neklesla pod 80 % nominalni koncentrace a imobilizace organismu
Vv kontrolni skupiné¢ byla mensi nez 10 %. Méteni pH, teploty a koncentrace
rozpusténého kysliku probihalo po 24 h (obr. €. 13). Byla tedy splnéna validace pro

akutni imobilizac¢ni test na hrotnatkach.

Obrazek ¢. 13. Méfeni pH, teploty a koncentrace rozpusténého kysliku (Foto: A.
Strouhova).
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Celkova expozice pii testu byla 48 h; po 24 hodinach byly hrotnatky
zkontrolovéany, imobilizovani a uhynuli jedinci byli spocitani a odstranéni, jejich

pocty byly zaznamenavany podle jednotlivych koncentraci.

3.3.4 Vyhodnoceni imobiliza¢niho testu

Hodnoty imobilizace a mortality z akutniho imobiliza¢niho testu byly pouzity pro
vypocet EC50 -  koncentrace testovaného vzorku, kterd zpiisobi thyn nebo
imobilizaci 50 % testovacich organismi. Hodnota EC50 byla urcena linedrni regresi
S probitovou analyzou s intervalem spolehlivosti 95 % pomoci programu EKO-TOX

(verze 5.2, INGEO Liberec).
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4 VYSLEDKY

4.1 Zmény v chovani raki v pribéhu testu toxicity

V pribéhu testii byly pozorovany zmeény v chovani rakd. Nejpatrnéjsi byla
klesajici aktivita rakii se stoupajici koncentraci testované latky. Raci v akvariich
snulovou anebo velmi nizkou koncentraci Calypsa byli pii kontrolach velmi
pohyblivi, v ptipadé vétSich jedincli je mozné popsat i obranné agresivni chovani
(Stipani klepety).

Znaéné zmény v chovéani bylo moZno pozorovat zhruba od koncentrace 5 mg.1*
testované latky, od této koncentrace se raci pretaceli na zada, klesala frekvence i
rychlost pohybu a vzrustala celkova apatie organismti. Mimo zpomaleni pohybi
koncetin dochézelo také ke zpomaleni pohybii Zzaber, zpomaleni dychani a
naslednému Uhynu organismid. U jedinci z vySSich koncentraci jiz nebylo

zaznamenano zadné obranné chovani.

4.2 Mortalita raku

Hodnoty letalnich koncentraci pesticidu Calypso u pro jednotlivé druhy a vékové

kategorie raki jsou zaznamenany v tabulce ¢. 6.

Tabulka ¢. 6. Letalni koncentrace pesticidu Calypso pro raky.

Druh rak 24 h (mg.I") 48 h (mg.I") 72 h (mg.I"") 96 h (mg.I")
ruh raka

LCO LC50 LC100 LCO LC50 LC100 LCO LC50 LC100 LCO LC50 LC100
Rak mramorovany

0,00 67,60 >1000 0,0 10,30 >1000 0,03 3,06 329,93 0,02 1,60 14895
(mladsi jedinci)
Rak mramorovany

o 890 6500 47200 930 5490 32370 1,70 5440 >1000 1,00 27,30 727,60

(starsi jedinci)
Rak Gerveny

036 672 12529 0,05 447 41043 005 2,33 11605 008 1,43 1582
(mladsi jedinci)
Rak Cerveny

6,40 20,00 6220 230 1060 4830 0,02 7,96 >1000 0,09 1,94 4335
(starsi jedinci)
Rak nicivy

002 263 31092 001 096 14526 0,01 069 4291 001 052 2746
(mladsi jedinci)
Rak ni¢ivy

340 4480 58730 350 27,50 21640 140 11,10 9140 141 7,65 4142

(starsi jedinci)
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Pripravek Calypso je toxi¢téjsi pro mladsi jedince. Vyjimku tvoii pouze rak
mramorovany, u kterého je hodnota 24hLC50 vyssi pro mladsi jedince neZ pro starsi,
avsak jiz po 48 hodinach jsou hodnoty letalni koncentrace nizsi pro mladsi jedince.

Z porovnani 96hLC50 starSich jedinct vSech druhti vyplyvé, ze nejodolnéjSim
druhem vc¢i testovanému pesticidnimu piipravku je rak mramorovany. Ke stejnému
zavéru dojdeme i pii porovnani 96hLC50 mladsich jedincti vSech druht.

Dle snizovani hodnoty LCS50 s nartistajici dobou expozice lze odvodit nartist

toxicity v ¢ase. Sestupna tendence hodnoty LC50 je také patrna z grafu v piiloze ¢. 2.

4.3 Imobilizace perloocek

Imobilizaci (EC) Daphnia magna se rozumi makroskopicky pozorovatelna
neschopnost samostatného prostorového pohybu do 15 s po krouzivém zamichéani
lazné, za imobilizované povazujeme i jedince, kteti pohybuji pouze tykadly druhého
paru, ale nejsou schopny samostatného pohybu.

Probitovou analyzou byly ziskany nésledujici hodnoty: 24hEC50 = 292,7 mg.l?,
48hEC50 = 32,7 mg.I". Hrotnatky velké jsou vici pesticidnimu p¥ipravku Calypso
SC480 odolngjsi nez raci, dd se vSak predpokladat, ze s prodluzujici se dobou

expozice by toxicita pro hrotnatky stoupala.
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DISKUSE

Cilem této prace bylo shrnuti dosavadnich poznatkii o neonikotinoidech, jejich
vyskytu ve vodnich ekosystémech a vlivu na necilové, zejména akvatické organismy.
Dil¢im cilem bylo také provedeni a vyhodnoceni akutnich testl toxicity na racich a
akutniho imobiliza¢niho testu na hrotnatkach, s neonikotinoidovym insekticidnim
pripravkem CALYPSO® 480 SC, obsahujiciho 48 % thiaclopridu.

Vyuziti rakt v testech toxicity odpovida konceptu 3R (Replace, Reduce, Refine),
ktery upfednostiiuje vyuziti bezobratlych Zivocichi v testech toxicity pted obratlovci
(Russel a Burch, 1959). Rak ¢erveny, mramorovany ani ni¢ivy nepatii mezi ohrozené
anebo chranéné druhy, jsou rychle rostouci, vysoce plodni a dosahuji brzy pohlavni
dospélosti (Kozak a kol., 2013). Vzhledem k t€émto charakteristikdm jsou vhodnymi
kandidaty na modelové organismy pro testy toxicity. Mimo raki byla v této studii
vyuzita hrotnatka velkd pro imobiliza¢ni test toxicity. Hrotnatka je jednim, ze
standardnich testovacich druhd pro hodnoceni toxicity nové uvadénych i dlouhodobé
pouzivanych latek. Vyhoda pouZiti perloocek pro testy toxicity spocivd zejména
Vjeji snadné kultivovatelnosti, rychlému ristu a vysoké citlivosti vici Sirokému
spektru polutantd (Guilhermino a kol., 2000).

Béhem experimentu byla zjisténa toxicita pesticidniho pfipravku Calypso pro tfi
druhy rakli ve dvou ve€kovych kategoriich. Sledovana byla zejména mortalita, ale
byly zaznamenéany i zmény V chovani jedincl, velmi dobfe pozorované zejména u
starSich, a tedy i vétSich rakidi. Se stoupajici koncentraci testovaného ptipravku se
rapidné snizovala celkova aktivita rakii, zatimco v koncentracich niz§ich nez 1 mg.I
byli raci velmi pohyblivi a bylo u nich pozorovéano i obranné agresivni chovani jako
Stipani klepety, V koncentracich nad 5 mg.I? aktivita raki znaéné klesala, raci se
pretaceli na zada, klesala rychlosti 1 frekvence jejich pohybil a zvySovala se celkova
apatie organismi. Podobné zmény chovani pii akutnim testu toxicity smesi
pesticidnich latek bensulfuron-methylu a acetochloru (MBA) na raku cerveném,
uvadeji Yu a kol. (2017), raci trhavé pohybovali koncetinami a télem, ztraceli
rovnovahu, byli letargicti, zpomaloval se pohyb Zaber a dychani a postupné umirali.
Naopak Koutnik a kol. (2014) nezaznamenali u raka mramorovaného, pii
chronickém vystaveni (30 dnil), koncentracim 0,52 ug.I"t a 3,06 mg.I* metribuzinu,

zadné zmeény v chovani oproti kontrolni skuping.
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Ptipravek se, dle nasich predpokladii, projevil toxi¢téjsi pro juvenilni jedince.
V zavislosti na druhu 96hLC50 juvenilnich jedinci byla 0,52 mg.I (rak nigivy),
1,13 mg.I"t (rak &erveny) a 1,6 mg.I' (rak mramorovany). Pro star§i raky byla
hodnota 96hLC50 1,94 mg.I" (rak &erveny), 7,65 mg.I? (rak ni¢ivy) a 27,3 mg.I*
(rak mramorovany). NejodolnéjSim se v obou kategoriich ukazal rak mramorovany.
Jeho hodnota LC50 v pribéhu celého testu vysoce prevySovala hodnoty LCS50
ostatnich dvou druhti. Budeme-li vychazet ztéchto vysledki, muZzeme raka
mramorovaného povazovat za druh odolngjsi viici pesticidim, coz zvysuje jeho Sanci
na uspéSnou introdukci a pripadné vytlaceni méné odolnych druht. Toxicité
neonikotinoidll pro raky se vénuje pouze malo studii, napiiklad Barbee a Stout
(2009) uvadeji 96hLC50 pro juvenilniho raka ¢erveného pro clothianidin 0,059 mg.I
1 a pro thiamethoxam 0,967 mg.I"t. Finnegan a kol. (2017) uvad&ji primérnou
hodnotu 96hLC50 thiamethoxamu pro dospélce raka &erveného 10 mg.I™.
V porovnani s dalsimi pesticidy, naptiklad metribuzinem, pyretroidy (cypermethrin,
cyfluthrin, deltamethrin), karbaméty (carbofuran, carbaryl) a organofosfaty
(malathion, fenitrothion), jsou neonikotinoidy pro raka cerveného méné toxickeé.
Hodnota 96hLC50 metribuzinu pro raka ¢erveného je, dle Veliska a kol. (2013) 3,06
mg.I}, u pyretroidi se 96hLC50 pohybuje mezi 0,14 a 0,22 pg.I*t (Morolli a kol.,
2006). Hodnota 96hLC50 carbofuranu a carbarylu je 0,5 mg.lIt, malathionu a
fenitrothionu je 50 a 3,5 mg.I* (Andreu-Moliner a kol., 2008).

Toxicita pesticidniho ptipravku Calypso byla dale hodnocena pomoci akutniho
imobiliza¢niho testu na hrotnatce velké. Hodnota 48hEC50 ziskana z testu byla 32,7
mg.. Také4cs a kol. (2017) uvadi 48hEC50 pesticidu Calypso pro hrotnatku velkou
27 mg.1? a hodnotu 48hEC50 ¢istého thiaclopridu uvadéji 10,1 mg.l*. Databaze
CHMU (2018) uvadi hodnotu 48hEC50 &istého thiaclopridu pro hrotnatku 85,1 mg.I"
! pro ostatni neonikotinoidy se tato hodnota pohybuje mezi 49,8 mg.I"! (acetamiprid)
a 100 mg.I* (thiamethoxam). Hayasaka a kol. (2013) uvadé&ji toxicitu imidaclopridu
a clothianidinu pro pét druhti perloocek, dle této studie je nejcitliveéjsim druhem
Ceriodaphnia dubia, jejiz 48hEC50 pro thiacloprid je 0,57 mg.I" a pro clothianidin
1,69 mg.I"t. Vigi imidaclopridu je naopak nejodolnéjsi kaluzenka klinohlava (Moina
macrocopa), 48hEC50 je 45,271 mg.I? a vGéi clothianidinu hrotnatka velka,
48hEC50 je 67,56 mg.I"t. Oproti neonikotinoidiim jsou pro hrotnatku velkou
toxiGtéjsi napiiklad pyretroidy, 48hEC50 cypermethrinu je 0,275 pg.l* (CHMU,
2018).
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Presto Ze akutni testy toxicity nemaji takovou vypovidaci hodnotu jako naptiklad
chronické testy, jedna se o vyznamny zpiisob hodnoceni latek nové uvadénych i
dlouhodob¢ pouzivanych Vysledky akutnich testi toxicity lze vyuzit pro zarazeni
latek do skupin podle jejich toxicity. Raci mohou byt, vi¢i nékterym latkam,
citlivéjsi nez hrotnatky a mohlo by byt ptinosné, zaradit je mezi standardni testovaci
organismy.

Zvysledku této studie vyplyva, Ze raci jsou vuci pesticidnimu piipravku
s obsahem thiaclopridu mnohem citlivéj$i nez hrotnatky. Vzhledem ke vzrustajici
spotiebé thiaclopridu v Ceské republice (viz graf v piiloze ¢. 3) i po celém svéts, je
nutné zabyvat se jeho moznym vlivem na organismy i ekosystémy. Thiacloprid by
mohl mit vliv zejména na akvatické ekosystémy v zemédélsky intenzivné
vyuzivanych lokalitich a diky povrchovému i podpovrchovému odtoku také
V dolnich tsecich tek. Thiacloprid je ve vodé stabilni, mtze dochazet k jeho
kumulaci a zvySovani jeho koncentraci, a lze predpokladat, ze zvySené koncentrace

mohou mit vliv na funkei celého ekosystému.
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ZAVER

V této préaci byly posouzen vyskyt neonikotinoidli ve vodnich ekosystémech a
jejich vliv na necilové, zejména akvatické organismy. Toxicita neonikotinoidi pro
bezobratlé organismy byla hodnocena pomoci testd akutni toxicity
neonikotinoidového pesticidu na tiech druzich rakl a akutnim imobilizacnim testem
na hrotnatkach.

Tato studie prokazala toxicitu pesticidniho piipravku CALYPSO® 480 SC pro
raky a hrotnatky. Nejtoxi¢téjsi byl tento piipavek pro juvenilni jedince raka ni¢ivého,
96hLC50 pro tyto organismy byla 0,52 mg.I"l. NejodoIngjsim byl naopak rak
mramorovany, v obou vékovych kategoriich, 96hLC50 pro n& byla 1,6 mg.l™?
(juvenilové) a 27,3 mg.I? (dospélci). Z vysledki této studie, i ze studii dalSich
autortl vyplyva, Ze neonikotinoidy jsou toxictéjsi pro raky nez pro hrotnatky. Béhem
akutnich testli toxicity na racich byla pozorovana nejen mortalita rakd, ale také
zmény jejich chovéani. Mezi nejcastéjsi zmeény patfilo snizeni agresivity, zpomaleni
pohybt koncetin, sniZzeni dychani, otdCeni rakl na zada, apatie organismu a nésledné
uhyny.

Studie shrnuje a dopliuje informace o neonikotinoidech v povrchovych vodach
Ceské republiky, dale poukazuje na vyssi citlivost rak@i oproti hrotnatkdm vigci
neonikotinoidim. Vysoké citlivost rakdl vii€i neonikotinoidiim i dalSim polutantim
ve vodnim prostfedi nabizi moZnost vyuziti téchto organisml pii toxikologickych
testech a studiich.

V této praci bylo prokazano ze pesticidni pfipravek s obsahem thiaclopridu
(Calypso) negativné ovliviiuje necilové vodni organismy a vzhledem Kk jeho stale
rostouci spotiebé lze u n¢j predpokladat negativni dopad na funkcénost celého
ekosystému. Tato studie ptispiva k rozsifeni informaci o toxicité neonikotinoidnich

latek pro necilové vodni organismy a jejich ptisobeni na Zivotni prosttedi.
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ABSTRAKT

Neonikotinoidy ve vodnich ekosystémech a jejich vliv na necilové organismy

Neonikotinoidy jsou jednou z nejnovéjsich tfid pesticidnich latek, pouzivanych
v zemédé@lstvi jako insekticidy. Prvni neonikotinoidy byly pouzivany od zacatku
devadesatych let, pro svou nizkou toxicitu pro obratlovce se staly velmi oblibenymi a
Siroce pouzivanymi po celém svété. Vzhledem Kk nizké toxicité pro standardni testovaci
organismy hrotnatku velkou (Daphnia magna) a pstruha duhového (Onchorhynchus
mykiss) byly také povazovany za malo toxické pro vodni organismy, studie z posledni
doby vsak ukazuji opak této domnénky.

Dil¢im cilem této studie byl, mimo shrnuti dosavadnich poznatkii o neonikotinoidech
ve vodnich ekosystémech a jejich vlivu na necilové, zejména akvatické organismy, také
ditkaz toxicity neonikotinoidového piipravku CALYPSO® 480 SC, ktery obsahuje 48 %
thiaclopridu. Pro dokazani toxicity byly pouzity tfi druhy raki — rak cerveny
(Procambarus clarkii), rak mramorovany (Procambarus fallax f. virginalis) a rak ni¢ivy
(Cherax destructor) a hrotnatka velka. K posouzeni toxicity Calypsa byly pouzity
akutni testy toxicity na racich a akutni imobiliza¢ni test na hrotnatkach. Doba expozice
organismi v testech byla 96 a 48 hodin. Nejcitlivéjsimi se ukazali juvenilni jedinci raku,
jejichz 96hLC50 se pohybovala mezi 0,52 a 1,6 mg.1, 96hLC50 pro starsi raky byla
Vv rozmezi 1,94 a 27,3 mg.1". Hodnota 48hEC50 pro hrotnatky byla 32,7 mg.IL.

U rakli byly mimo mortality pozorovany také zmeény v chovani organismil, mezi
nejcastéjSi zmeény patfilo snizeni agresivity, zpomaleni pohybl koncetin a Zaber a

nasledné i dychani, otaCeni rakli na zada, apatie organismu a nasledné uhyny.

Klicova slova: neonikotinoidy, thiacloprid, akutni test toxicity, akutni imobiliza¢ni

test, korysi
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ABSTRACT

Neonicotinoids in Agquatic Ecosystems and Their Impact on Non-target

Organisms

Neonicotinoids are one of the newesst class of pesticides, used in agriculture like
insecticides. The first neonicotinoids has been used since the early 1990s, they become
very popular and widely used worldwile for their low toxicity for vertebrates.
Neonicotinoids were considered to be less toxic to aquatic organisms due to their low
toxicity to standard test organisms Daphnia magna and Rainbow trout (Onchorhynchus
mykiss), but recent studies have shown the opposite of this assumption.

Partial aim of this study was, among summary of existing knowledges of the
neonicotinoids in aquatic ecosystem and their impact on non-target organisms, also
evidence toxicity of neonicotinoid preparation CALYPSO® 480 SC, which contains
48 % of thiacloprid. Three species of crayfish were used to provide the toxicity — Red
swamp crayfish (Procambarus clarkii), Marbled crayfish (Procambarus fallax) and
Yabby (Cherax destructor). To asses the toxiciy of Calypso, the acute toxicity tests on
crayfish and acute immobilisation test on daphnia were used. The exposure time of tests
were 96 and 48 hours. Juvenile crayfish were the most sensitive, their 96hLC50 ranged
between 0.52 and 1.6 mg.I", 96hLC50 for older crayfish were between 1.94 and 27.3
mg.I"t. The 48hEC50 value for daphnia was 32.7 mg.I™2.

During the acute toxicity test on crayfish, out of the mortality, changes in behavior of
orgaisms were observed, the most frequent changes were the reduction of
aggressiveness, slowing of motion of limbs, gills and breathing. Crayfish turned on their

back, individuals were apathetic and died.

Key words: neonicotinoids, thiacloprid, acute toxicity test, acute immobilisation test,

Crustacea
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