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1. UVOD

Lidé se snazili ochranit své plodiny pied nejriznéjSimi skidci jiz od nepaméti,
Z pocatku k tomu pouzivali zejména latky pfirodniho pivodu, pozdé€ji i chemické latky —
siru, arsen, olovo anebo kryolit. Srozvojem priamyslu dochazelo k objevovani a
syntetizaci mnozstvi novych pesticidnich latek, stim vSak souvisi také objev jejich
negativnich u¢inkt (Cremlyn, 1978).

Jednou z nejnovéjsich a nejrychleji se rozvijejicich skupin latek na ochranu pted
hmyzimi $ktdci (insekticidy), jsou neonikotinoidy, latky odvozené od ptirodniho toxinu
nikotinu (3-[(2S)-1-methylpyrrolidin-2-yl]). Nejcastéji se neonikotinoidy pouzivaji ve
formé aerosolu na celé rostliny, ptipadné jako motidla osiva. Nékteré latky z této skupiny
jsou také u¢innymi latkami v ptipravcich na hubeni blech u psi a koc¢ek (Jeschke a kol.,
2011; Morrissey a kol., 2015; Wang a kol., 2018a).

Od pocatku devadesatych let dvacatého stoleti do roku 2013 bylo na trh uvedeno osm
neonikotinoidnich latek: imidacloprid (1-[(6-chloro-3-pyridinyl)methyl]-N-nitro-2-
imidazolidinimin), thiacloprid ([3-[(6-Cloro-3-pyridinyl)methyl]-2-thiazolidinylden]-
cyanamid), nitenpyram ((1E)-N-((6-chloro-3-pyridinyl)methyl)-N-ethyl-N"-methyl-2-
nitro-1,1-ethenediamin), acetamiprid ((1E)-N-[(6-Chlor-3-pyridinyl)methyl]-N"-cyan-N-
methylethanimidamid), clothianidin  (1(2-Chloro-1,3-thiazol-5-ylmethyl)-3-methyl-2-
nitroguanidin), thiamethoxam (3-[(2-Chloro-1,3-thiazol-5-yl)methyl]-5-methyl-N-nitro-
1,3,5-oxadiazinan-4-imin),  dinotefuran  (2-methyl-1-nitro-3-[(tetrahydro-3-furanyl)-
methyl]guanidin) a sulfoxaflor ([Methyl(oxo)[1-[6-(trifluoromethyl)-3-pyridyl]ethyl]-A5-
sulfanyliden]cyanamid) (Zhu a kol., 2013; Bass a kol., 2015). VSech osm zakladnich
neonikotinoidnich latek je dobfe rozpustnych a stalych ve vod¢ a stabilnich v ptdé.
V pfiznivych podminkdch jsou odolné wvaéi hydrolyze, avSak mohou podléhat
fotodegradaci (Jeschke a kol., 2011; Morrissey a kol., 2015).

Po uvefejnéni nékolika studii, naznacujicich, Ze neonikotinoidy jsou pro vcely
nebezpecné, zakazala Evropska komise od prosince 2013 pouziti tii neonikotinoidnich
latek (imidacloprid, clothianidin a thiamethoxam) na plodinach atraktivnich pro vcely
(Carreck, 2017). Od roku 2018 je zakazano pouziti téchto latek ve venkovnim prostiedi.
Pouzivani dalsi latky, thiacloprid, bylo schvaleno do 30. dubna 2020 (Evropska komise,
2020).

U hmyzu 1 u savch funguji neonikotinoidy jako agonist¢ nikotinovych

acetylcholinovych receptori (nAChRs). Diky rozdilné struktufe nAChRs vykazuji vyssi



selektivitu vii¢i receptorim bezobratlych nez obratloveil, coz je divodem jejich nizsi
neurotoxicity pro savce, ryby a ptaky nez pro bezobratlé (Yamamoto a kol., 1998;
Tomizawa a Casida, 2005). Mimo neurotoxicity vykazuji neonikotinoidy také
imunotoxické, hepatotoxické, nefrotoxické a cytotoxické ucinky a mohou naruSovat
reprodukéni procesy a schopnosti obratloveti (Bal a kol., 2012; Lonare a kol., 2014; Wang
a kol., 2018a).

Fyzikalné-chemické vlastnosti neonikotinoidl, jako je vysokad rozpustnost a nizka
adsorpce do pudy podporuji jejich pohyb povrchovym a podpovrchovym odtokem (EFSA,
2008). Rezidua neonikotinoidl jsou detekovana v recipientech po celém svété, bézné
koncentrace se pohybuji v iadech desitek ng.l?, ale maximalni koncentrace mohou
dosahovat az stovek pg.I™%, vnejvyssich koncentracich se vyskytuji imidacloprid a
thiacloprid (Sanchez-Bayo a kol., 2016; Mortl a kol., 2020).

Vodni ekosystémy a v nich zijici organismy jsou neonikotinoidy Siroce zasazeny,
dosud provadéné studie vSak hodnoti jejich vliv zejména na terestrické necilové
organismy, véelu medonosnou a dalsi opylovace (Pisa a kol., 2014). Pokud se chemicka
latka anebo jeji rezidua vyskytuje ve vod¢€, organismy maji omezenou moznost ji uniknout
(Escher a kol., 2011). Vzhledem k nizké toxicité neonikotinoidl pro standardni testovaci
druhy se predpokladalo, ze by nemély mit zasadni dopad na vodni ekosystém, az pozdé&jsi
studie ukazaly, ze vodni bezobratli, zejména hmyz, jsou viici neonikotinoidim mnohem
citlivéjsi (Sanchez-Bayo a kol., 2016). Nejcitlivéjsimi druhy se jevi jepice
(Ephemeroptera), chrostici (Trichoptera) a nékteré druhy dvouktidlych (Diptera), zejména
larvy nékterych pakomari (Chironomidae) (Morrissey a kol., 2015). Toxicita pro mnoho
druhti se 1i$i v zavislosti na dobé& expozice (Stoughton a kol., 2008). Mimo letalnich efektd
mnoho studii poukazuje i na subletalni vlivy — sniZzeni reprodukéni schopnosti (Beketov a
Liess, 2008a), iniciace driftu organismi po proudu (Beketov a Liess, 2008b), snizeni
schopnosti pfijmu potravy (Alexander a kol., 2007), imobilizace (Roessink a kol., 2013)
anebo zménu potravnich strategii (Kreutzweiser a kol., 2008; Englert a kol., 2012).

Siroce pouzivanou neonikotinoidni latkou je acetamiprid. Tato prace je zaméfena na
toxicitu ¢isté neonikotinoidni latky, acetamipridu a pesticidniho ptipravku Mospilan 20
SP, jejiz je acetamiprid Gc¢innou latkou. Akutni toxicita téchto latek byla prokazana a
hodnocena pomoci testd akutni toxicity na raku mramorovaném (Procambarus
virginalis). Na zakladé akutnich testli byly provedeny chronické testy toxicity, kdy byl
také hodnocen vliv biochemicky profil hemolymfy rakti, na biomarker oxida¢niho stresu

a antioxidac¢ni biomarkery.
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Cilem diplomové prace je provedeni akutniho testu toxicity s Cistym neonikotinoidem
(acetamiprid) a neonikotinoidnim piipravkem Mospilan 20 SP, obsahujici 20 % ucinné
latky acetamiprid na raku mramorovaném (Procambarus virginalis), zjisténi akutni
toxicity danych latek a posouzeni rozdilu toxicity ¢isté latky a ptipravku. Dale provedeni
chronického testu toxicity, a posouzeni pusobeni téchto latek na biochemicky profil

hemolymfy, oxidac¢ni stres a oxidacni biomarkery raka mramorovaného.
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2. LITERARNI PREHLED
2.1. Pesticidy

Chapani a definice pojmu pesticid neni z globalniho pohledu jednotna, asi nejlépe tento
pojem definuje komise Codex Alimentarius Commission (CAC), jako: ,,Vsechny
slouceniny a jejich smési, urcené pro prevenci, zniceni, potlaceni, odpuzeni ¢i kontrolu
Skodlivych organizmu — neZadoucich rostlin, mikroorganismu ¢i Zivocichii, béhem
produkce, skladovani, transportu, distribuce a zpracovani potravin, zemédélskych
komodit a krmiv a dale latky aplikované u zvirat proti ektoparazitum® (CAC, 2013;
Velisek a kol., 2018).

Snaha o ochranu péstovanych plodin a zasob provazi lidstvo od pocatku zeméd¢lstvi.
Ptesto, ze byly jiz od starovéku znamy i chemické latky s pesticidnim G¢inkem — sira,
arsen, olovo, rtut’ a kryolit, k rozvoji jejich pouziti dochazi az od 15. stoleti. Aktivni latky
piirodnich insekticidnich sloucenin — rotenoidy, pyretroidy anebo naptiklad nikotin se
vSak dafi izolovat az od poloviny devatenactého stoleti. Od pfelomu devatenactého a
dvacatého stoleti jsou vytvareny a pouzivany také anorganické syntetické pesticidni latky,
jako dinitrofenoly a thiokyanaty. Za ptelomovy se da oznacit objev doktora Paula Miillera
— ucinky dichlordifenyltrichlorethanu (DDT), v roce 1939. DDT se stalo celosvétove
nejuzivanéjsi insekticidni latkou (Cremlyn, 1978). V roce 1962 vsak Rachel Carson
popsala jeho negativni vlivy na ekosystémy, pro ktery bylo pouziti DDT postupné
omezeno a zakazano ve vétSiné zemi svéta. Od Ctyficatych let byly syntetizovany také
dalsi organochlorové, organofosfatové a karbamatové slouceniny (Carson, 1962;
Cremlyn, 1978; Velisek a kol. 2018).

Intenzifikace zemé&délstvi vede k naristu vyskytu pesticidl 1 pesticidnich piipravka
v zivotnim prostiedi. Od Sedesatych let je kladen vétsi diraz na kontrolu rezidui pesticida
a pesticidnich pfipravkd v potravinach, ekosystémech i1 jednotlivych organismech.
Pesticidy 1 jejich slouceniny se mohou v Zivotnim prostfedi kumulovat, cozZ mize vést ke
zdravotnim rizikiim u ¢lovéka i dalsich, casto necilovych, organismi. Po aplikaci, vlivem
fyzikéalné-chemickych faktorti, pesticidy degraduji, vznikaji metabolity, ty mohou
pesticidni Ucinek ztracet, anebo naopak mohou vznikat latky toxictéjsi, plisobici na $ir$i
Skalu organismi s riznymi mechanismy ucinku (Hajslova a Kocourek, 2004; Velisek a
kol., 2018).

Ve vodnich ekosystémech mohou byt pesticidy ptitomny v rozpusténé i nerozpusténé

formé, vyskyt ve vySSich koncentracich miize naruSovat biologickou rovnovéhu,
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ovliviiovat samocistici procesy ve vod¢, organoleptické vlastnosti vody a ohrozovat zdravi
obyvatelstva (Pitter, 1999). Pfitomnost pesticidi v recipientech je Casto zpisobena
nespravnou a neSetrnou aplikaci, pfipadné splachem z oSetfenych kultur (Velisek a kol.,
2018).

Pesticidy jsou celosvétové masivné pouzivany, i pies nezadouci ucinky a vliv na
zivotni prostedi. Negativni vliv pesticidl je nutné minimalizovat dodrzovanim spravnych
technologickych postupti a také vyuzivanim takovych latek, které netvofi rezidua, rychle
se rozkladaji a maji co nejmensi vliv na necilové organismy (Velisek a kol., 2018).

Podle biologické tc¢innosti jsou zakladnimi skupinami pesticidt insekticidy — K hubeni
hmyzu; herbicidy — k hubeni rostlin a fungicidy — proti $kodlivym parazitickym houbam
(Pitter, 1999).

2.2. Neonikotinoidy

Neonikotinoidy jsou jednou z nejnovéjsich skupin systémové pusobicich insekticida.
Jde o synteticky vytvarené latky odvozené od nikotinu, ptirodniho toxinu, vyuzivaného

jiz dtive k hubeni hmyzich skidct (Cremlyn, 1978; Morrissey a kol., 2015). Dnes jsou

vvvvvv

v

ve vice nez 120 zemich svéta a patii mezi nejucinnéjsi latky pro kontrolu Sirokého spektra
hmyzich kidcl. Pesticidy na bazi neonikotinoidl je mozno aplikovat ve formé aerosolu
na celé rostliny ¢i jejich €asti, ptipadné mohou byt pouZzity jako moftidla pro osiva. Nékteré
latky ztéto skupiny, napiiklad nitenpyram a imidacloprid jsou u¢innymi latkami
Vv piipravcich na hubeni blech u psii a kocek (Jeschke a kol., 2011; Morrissey a kol., 2015;
Wang a kol., 2018a).

Vyluh z tabakovych listt byl pouzit k hubeni Skiidct zahradnich rostlin jiz na konci 17.
stoleti, aktivni latkou téchto extraktd je alkaloid — nikotin. Izolovat ¢isty nikotin se vSak
podafilo az v roce 1828 (Cremlyn, 1978). V 70. letech 20. stoleti probihaly pokusy o
zvySeni insekticidni uc¢innosti nikotinoidd — pfirodnich latek s podobnou strukturou jako
nikotin, vytvarenim sloucenin s pyridiny ¢i s olovem. Tyto slou¢eniny vSak nebyly pfilis
ucinné anebo nebylo mozné jejich komeréni vyuziti k ochrané rostlin, kvili jejich snadné
fotodegradabilité. Po studiich strukturni aktivity a nahrazeni n¢kterych slozek vznikly
vysoce u¢inné a zaroven fotostabilni analogy pfirodniho nikotinu — neonikotinoidy. Prvni
z nich, nithiazin ((EIZ)-2-Nitromethylen-1,3-thiazin), byl syntetizovan jiz v roce 1977,
nasledovaly dalsi heterocyklické slouc¢eniny — imidacloprid (1985), thiacloprid (1985) a
thiamethoxam (1992). Zaroven byly vytvareny acyklické slouceniny — nitenpyram (1988),
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acetamiprid (1989), clothianidin (1989) a dinotefuran (1994). Zasadni odliSnosti
neonikotinoid od nikotinoidil je nepfitomnost ionizovatelného bazického aminu nebo
iminového substituentu (Tomizawa a Casida, 2005).

V roce 1991 byl na trh uveden imidacloprid, ktery se pro svou ucinnost stal brzy
nejprodavanéjSim insekticidem na svété. Na jeho uspéSnost navazal vroce 1995
nitenpyram a acetamiprid a poté thiamethoxam (1998). Po roce 2000 byly na trh uvedeny
dalsi tii slouceniny — thiacloprid (2000), clothianidin (2001) a dinotefuran (2002) (Bass a
kol., 2015). Posledni slou¢eninou uvedenou na trh v USA a Cing, byl vroce 2013
sulfoxaflor (Zhu a kol., 2011). Na ¢inském trhu se blizi uvedeni dalSich péti izomerQ
neonikotinoid — imidaclothiz, guadipyr, huanyanglin, paichongding a cycloxaprid (Shao
a kol., 2013).

Uspésnost neonikotinoidéi je patrnd také ze zvySujiciho se podilu, ktery na
agrochemickém trhu zaujimaji. V roce 1990 celkovy objem trhu tvofil 7,942 miliard USD,
dominovaly mu organofosfaty (43 %), pyretroidy (18 %) a karbamaty (16 %). V roce 2008
se celkovy objem trhu snizil na 6,330 miliard USD, neonikotinoidy zaujimaly jiz 24 %
Z této sumy, organofosfaty pak pouze 13,6 %, ke sniZeni podilu doSlo i u pyretroida
(15,5 %) a karbamata (10,8 %) (Jeschke a kol., 2011).

Fyzikalné-chemické vlastnosti neonikotinoidl hraji dalezitou roli v jejich GspéSném
Vyvoji a stoupajicim prodeji po celém svété. At jsou cyklické (imidacloprid, thiacloprid,
thiamethoxam) anebo necyklické (nitenpyram, acetamiprid, clothianidin, dinotefuran),
vSechny tyto slouceniny jsou dobie rozpustné a stalé ve vode, stabilni jsou i v piid€, mohou
vSak podléhat za urcitych podminek fotodegradaci. Ve vodé jsou odolné vici hydrolyze,
za predpokladu anaerobnich podminek a neutralniho aZ mirné€ kyselého pH. Negativnim
aspektem vlastnosti neonikotinoidii je dobrd rozpustnost a stalost ve vod¢ i v pudé je
moznost pohybu téchto latek prostfednictvim povrchového a podpovrchového odtoku a
k moznému zvySeni perzistence v prostiedi (Jeschke a kol., 2011; Morrissey a kol., 2015).

K oblibenosti neonikotinoidi pfispiva také fakt, ze maji, stejn¢ jako nckteré
organofosfaty a methylkarbamaty, vyssi systémovou aktivitu nez organochloriny a
pyretroidy, ale stejné jako pyretroidy maji vyssi selektivni faktor pro hmyz nez pro savce.
Pfi hodnoceni toxicity vétSina neonikotinoidii vykazovala relativné nizkou toxicitu pro
obratlovce, coz také prispélo k jejich hojnému pouzivani. VéEtSina neonikotinoidi vSak
vykazuje toxicitu pro véelu medonosnou (Apis mellifera), pro kterou je rizikové pozieni i
pfimy kontakt s latkou. Potencidlni otravé veel je mozno pfedchiazet namofenim osiva

pted setim, misto pouZzivani postiiku na jiz kvetouci plodiny (Tomizawa a Casida, 2005).
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2.2.1. Postoj Evropské Unie k neonikotinoidim

V poloving 90. let 20. stoleti, tedy nedlouho po uvedeni prvnich neonikotinoidt na trh,
upozoriovali francouzsti vCelafi na ztraty vcel, které mély byt zpisobeny nové zavadénou
tiidou systémovych insekticidli, zejména slouceninou imidacloprid. Vcelafi hlasili
rozsahlé poskozeni vcelstev hledajicich potravu na plodindch oSetfenych praveé
imidaclopridem. Pfiznaky otravy vSak nasvédCovaly spiSe na parazitického roztoce
Varroa a piidruzené viry (Schmuck, 1999). Na Evropské konferenci o vyzkumu véel v
roce 2006 varovali italsti védci o nebezpecCnosti prachu vznikajicitho pfi seti osiva
osetfen¢ho clothianidinem a imidaclopridem (Greatti a kol., 2006). Nebezpecnost prachu
z namofenych semen se potvrdila masivni otravou véel v jiznim Bavorsku v tdoli Ryna.
Ptiznaky otravy insekticidem vykazovalo vice nez 11 500 vcelstev. Chemickou analyzou
prachu, rostlinnych vzorku, vzorku véel a pylu byla potvrzena otrava clothianidinem
pochazejicim z oSetfenych semen kukufice (Pistorius a kol., 2009).

V roce 2012 byly uvefejnény ¢tyti zasadni studie (Gill a kol., 2012; Henry a kol., 2012;
Luakol., 2012; Whitehorn a kol., 2012), které naznacuji, ze neonikotinoidy jsou pro véely
nebezpe¢né. Presto, Ze studie vykazovaly nedostatky v podobé nerealné nasimulovanych
laboratornich podminek ¢i pfili§ vysokych davek podavaného pesticidu, znac¢né prispély
pfi rozhodovani Evropské komise o moratoriu na pouzivani tfi neonikotinoid
(imidacloprid, clothianidin a thiamethoxam) na plodinach atraktivnich pro vcely, od
prosince 2013. Moratorium vzniklo na zéklad¢ laboratornich studii, které se neshoduji
s redlnym Zivotnim prostiedim a chovanim vcel, coz bylo matouci zejména pro vcelate,
kteti dlouhodob¢ piesouvali v¢elstva do blizkosti kvetouci fepky olejky (Brassica napus
subsp. napus), z jejihoz nektaru ziskavali cenény med. Moratorium je problematické také
pro zeméd¢lce, ktefi museji zakazané prostiedky problematicky nahrazovat (Carreck,
2017).

Vroce 2013 Evropskd komise nafizenim ¢. 485/2013 piisn¢ omezila pouzivani
pfipravkll na ochranu rostlin a oSetfovani semen obsahujicich clothianidin, imidacloprid
anebo thiamethoxam. Opatieni, zaloZené na posouzeni rizik Evropskym tfadem pro
bezpecnost potravin (EFSA) v roce 2013, se tyka rostlin atraktivnich pro véely, jako je
kukufice, fepka olejka anebo slunecnice. Vyjimkou bylo umoznéno pouziti pesticidnich
ptipravku obsahujicich uvedené tii latky ve sklenicich k oSetfeni nékterych plodin po
odkvétu a ozimych obilovin. V roce 2017 kompetentni utvary Evropské komise piedlozily

navrh na uplny zakaz pouziti téchto tfi t¢innych latek ve venkovnim prostiedi. Provadéci
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nafizeni, kterymi se méni podminky schvalovani u¢inné latky imidacloprid, clothianidin
a thiamethoxam, byly zvefejnény v Ustfednim véstniku Evropské unie 30. kvétna 2018.
Vysledkem je, Ze pouziti vSech tii latek ve venkovnim prostiedi je zakdzané a zlstava
mozné pouze pouziti ve stalych sklenicich. Hodnoceny byly 1 dal$i neonikotinoidni latky
— acetamiprid a thiacloprid. Acetamiprid je hodnocen jako malo toxicky pro vcéely a jeho
pouziti je v Evropské unii schvaleno az do 28. inora 2033. Thiacloprid je vzhledem
k vlastnostem narusujicim endokrinni systém kandidatem pro nahrazeni. Organy
jednotlivych stat provadéji posouzeni, zda existuji priznivéjsi alternativy K pouzivani
ptipravku, véetné nechemickych metod. Pouziti thiaclopridu v EU bylo schvaleno do 30.
dubna 2020. Na zaklad¢ zavéru studie EFSA zvefejnéné na zacatku roku 2019 navrhla
Evropska komise ¢lenskym statim v regulacnim vyboru, aby nepodpofily prodlouzeni

schvaleni pouzivani ptipravkl na bazi thiaclopridu (Evropska komise, 2020).

2.2.2. Mechanismus toxického uc¢inku

Neonikotinoidy jsou fazeny mezi systémové insekticidy a neurotoxiny, pusobici na
centralni nervovou soustavu organismi (Wang a kol., 2018a). U hmyzu i u savct funguji
jako agonisté nikotinovych acetylcholinovych receptori (nAChRs), zejména podtypu
a4p2 (Tomizawa a Casida, 2003).

Acetylcholin (Ach) je endogennim agonistou a excitatnim neurotransmiterem
cholinergniho nervového systému. Pii plsobeni nikotinového cholinergika probiha
synapse ve dvou krocich. Acetylcholin je nejprve propustén skrz presynaptickou
membranu a interaguje s lokalizovanym vazebnym mistem na extracelularni doméné
komplexu nAChR — iontovy kanal. Konforma¢ni zména molekuly receptoru vede
k otevieni iontového kanalu, podpofe pritoku extracelularniho Na* a intracelularniho K*
a tim k narusSeni rovnovazného membranového potencidlu. U hmyzu se nejvice nAChRs
nachazi v neuropilnich oblastech centralni nervoveé soustavy. Jsou zodpovédné za rychlou
neurotransmisi a jsou tedy dulezitym cilem pro ptsobeni insekticidi (Tomizawa a Casida,
2003). Savci maji nAChRs zejména ve svalech, mozku a perifernich vegetativnich
nervech, stejné jako u hmyzu funguji jako chemicky zavislé iontové kanaly, slozené z péti
podjednotek, vytvarejicich v plazmatické membrané bunck vertikalni por (Yamamoto a
kol., 1998).

Obratlovci a bezobratli maji rozdilnou strukturu nAChRs, proto se pfedpoklada, ze

neonikotinoidy maji vys$si selektivitu vii€éi nAChRs bezobratlych nez obratlovct. Tento
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jev je diitvodem niz$i neurotoxicity neonikotinoidd pro savce, ryby a ptaky. Receptory
obratlovct maji odlisnou konfiguraci podjednotek tvoticich receptor, vazba insekticidu je
pak slabsi anebo trva krat$i dobu nez u hmyzu (Yamamoto a kol., 1998; Tomizawa a
Casida, 2005)

Neurotoxicita neni jedinym moznym toxickym ucinkem neonikotinoidii. Posledni
studie ukazuji, ze mohou mit také imunotoxické, hepatotoxické, nefrotoxické a
cytotoxické ucinky (Wang a kol., 2018a). Bal a kol. (2012) a Lonare a kol. (2014) ve
svych studiich také poukazuji na mozné naruseni reprodukcnich procesii a schopnosti

obratlovct pfi vystaveni piisobeni neonikotinoidnich latek.

2.2.3. Neonikotinoidy ve vodnich ekosystémech

Vsechny neonikotinoidy vykazuji vysokou rozpustnost ve vodé, coz usnadiiuje jejich
Siroké pouziti, jako systémové insekticidy. Maji také dlouhé poloc¢asy rozpadu v padé i ve
vode, kde jsou v anaerobnich podminkach a pii neutrdlnim anebo mirné kyselém pH
odolné vuéi hydrolyze (EFSA, 2008; Morrissey a kol., 2015). Perzistence je ovlivnéna
podminkami prostiedi, naptiklad zvySeni pH a zdkal zvySuje perzistenci (Sarkar a kol.,
2001). Vmelké vodé svysokou priuhlednosti mohou neonikotinoidy podléhat
fotodegradaci. Fyzikalné-chemické vlastnosti, zejména vysoka rozpustnost a nizka
adsorpce pudy podporuji pohyb téchto pesticidi povrchovym a podpovrchovym odtokem
(EFSA, 2008).

Do vodnich ekosystémil se neonikotinoidy dostavaji zejména povrchovym odtokem
z oSetfenych kultur (Armbrust a Peeler, 2002), vyplavovanim do podzemnich vod
(Lamers a kol., 2011), oSetfovanim kultur a setim namofenych semen ve vodnich
utvarech, napiiklad ryzovd pole (Kreutzweiser a kol., 2008). Béhem setby osiva
osetfeného neonikotinoidnimi ptipravky vznika prach, ktery se jako pevna frakce dostava
do recipientd ve form¢ spadu (Morrissey a kol., 2015). Vyznamna kontaminace
povrchovych vod nastava po vydatnych srazkach (Chiovarou a Siewicki, 2008) a pfi tani
sn¢hu, ktery muize nést rozpusténou i pevnou frakci (Main a kol., 2014).

Perzistence v ptidé¢ a s tim souvisejici moznost pohybu neonikotinoidnich latek zavisi
do zna¢né miry na faktorech jako je zptlisob a rychlost aplikace, pH, teplota, pfitomnost
rostlinné pokryvky, typ pidy, pfitomnost organickych latek a ptipadné soucasné pouziti
hnojiva. Polocas rozpadu imidaclopridu v pidé mize byt v zavislosti na uvedenych
faktorech 7 — 191 dnd (SERA, 2005; CHMU, 2020). Scholz a Spiteller (1992) uvadgji
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rozdilny polo¢as rozpadu v piidach s rostlinnym pokryvem (48 dni) a v holych, neosetych,
pudach (190 dni). Poloc¢as rozpadu v pudach je u kazdého druhu neonikotinoidd jiny, u
clothianidinu to miZe byt az 545 dnd, u acetamipridu pouze 3 dny (CHMU, 2020).

Perzistence v pudé ovliviiuje vyluhovani neonikotinoidu, prostiedi bez piistupu svétla
prodluzuje polocas rozpadu, latky pak mohou prosakovat a kontaminovat podzemni vody.
Neonikotinoidni latky jsou detekovany v podzemnich vodach po celém svété, jejich
koncentrace se pohybuji viadech ng — pg.l? (Morrissey a kol., 2015). V USA se
v podzemnich vodach koncentrace thiamethoxamu pohybuji v rozmezi 0,05 - 1,67 pg.I™,
clothianidinu 8,9 — 90,4 ng.I"* a imidaclopridu 12,1 — 18,1 ng.I* (Hladik a kol., 2017;
Bradford a kol., 2018). Lamers a kol. (2011) detekovali v podzemni vod¢ v provincii Son
La v severnim Vietnamu imidacloprid v koncentraci 0,16 pg.I™.

Ve studnach poskytujicich pitnou vodu ve sttednim Wisconsinu detekovali Bradford a
kol. (2018) thiamethoxam (az 1,43 pg.I"), imidacloprid (az 1,59 pg.I"t) a clothianidin
(az 3,88 pg.I"). Sultana a kol. (2018) uvadi vysledky vzorkovani povrchovych zdroji
pitné vody v Kanadském Ontariu. Thiamethoxam se vyskytoval v koncentraci 0,01 — 0,28
ug.I%, detekovan byl i v upravené vodé v koncentraci 0,02 - 0,09 ug.I™. V upravené vodé
byl ptitomen i imidacloprid v koncentraci <0,005 ug.I*, v surové vodé pak v koncentraci
0,002-0,14 pg.I"%. Lu a kol. (2020) detekovali ve vzorcich kohoutkové pitné vody v Cing
acetamiprid (5,8 ng.I"), imidacloprid (4,0 ng.IY), nitenpyram (2,5 ng.I), dinotefuran
(1,8 ng.I") a clothianidin (0,69 ng.I™%)

Frekvence detekce neonikotinoidd v povrchovych vodach je vysoka, ale primérné se
pohybuji v fadech desitek ng.1", nejvyssi koncentrace se objevuji v oblastech, kde je
péstovana kukufice a soja (Mortl a kol., 2020). Nejcastéji je detekovan imidacloprid
v koncentracich od 10,4 do 140 ng.I, dile clothianidin (66-70 ng.I), thiamethoxam
(v maximalni koncentraci 190 ng.1%), dinotefuran (v maximalni koncentraci 130 ng.I%),
acetamiprid (v maximalni koncentraci 40 ng.I), thiacloprid (0,02-4,50 pg.I) (Suss a
kol., 2006; Hladik a Kolpin, 2016; CHMU, 2020).

V ¢inskych fekach dosahuji nejvysSich primérnych koncentraci imidacloprid a
acetamiprid - 4,37 a2,5 ng.I"* v fece Yangtze (Mahai a kol., 2019); 31,0a17,1 ng.I"t v fece
Zhuijang (Zhang a kol., 2019) v kanalech v urbanizovanych oblastech jsou koncentrace
az 81,1 a51,2 ng.I"* (Xiong a kol., 2019).

V evropskych fekach se obvykle vyskytuji zejména imidacloprid (34-480 ng.I™?),
clothianidin (az 51,7 ng.1’t), thiamethoxam (3,8-215 ng.I" ), acetamiprid (12,7 ng.I'"%),
detekovan byva i nitenpyram (Tsaboula a kol., 2016; lancu a kol, 2019; Sousa a kol.,
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2019). Nejvyssi koncentrace imidaclopridu vV povrchovych vodach — 320 pg.I"t v Evropé
byla namétfena v Nizozemi Vv roce 2005. Takto vysoké koncentrace se vSak obvykle
v evropskych fekach nevyskytuji (Van Dijk a kol, 2013).

Vyskyt neonikotinoidtl v povrchovych vodach v Ceské republice je zndzornén v grafu
&.1. Vyvoj spotieby jednotlivych druhi neonikotinoidti v Ceské republice mezi lety 1995

az 2016 je zobrazen v grafu v priloze ¢. 1.
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Graf ¢. 1. Vyskyt neonikotinoidil v povrchovych vodach v CR v letech 2014-2017
(CHMU, 2020).

2.2.4. Pusobeni neonikotinoidi na akvatické organismy

Ptesto, Ze vodni ekosystémy jsou neonikotinoidy Siroce zasaZeny, jejich vlivem na
akvatické organismy se stile zabyva pouze malo studii. Dosud provedené vyzkumy
hodnoti zejména vliv na suchozemské necilové organismy, nejcastéji véely medonosné,
¢melaky (Bombus), dalsi opylovace z ¢eledi Apoidea, motyly (Lepidoptera) a zizaly
(Lumbricidae). Toxické i behavioralni ¢inky jsou vSak dobte popsany u suchozemskych
1 vodnich bezobratlych (Pisa a kol., 2014). Pokud se ve vodé€ vyskytuje chemicka latka
anebo jeji rezidua, vodni organismy maji velmi omezenou moznost ji uniknout. Jaky bude
mit latka na organismus vliv, zaleZi na jeji koncentraci, kinetice, mechanismu uc¢inku a
schopnosti detoxifikace daného druhu (Escher a kol., 2011). Zptsobi, jakymi se pesticidy
dostavaji do tél organismii je né€kolik, naptiklad vdechovanim; spole¢né s potravou anebo

pruchodem skrz epidermis (Pisa a kol., 2014).
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Vzhledem k tomu, ze prvni neonikotinoidy, zejména imidacloprid, uvadéné na trh
vykazovaly velmi nizkou akutni toxicitu pro standardni vodni testovaci druhy pouZzivané
pii testovani chemickych latek, pfedpokladalo se, ze by tyto latky nemé€ly mit zésadni
dopad na prostiedi vodnich ekosystému (Sanchez-Bayo a kol., 2016). Morrissey a kol.
(2015) uvadi 48hLC50 (koncentrace, kterd zptisobi béhem 48 h uhyn 50 % testovanych
organismi) imidaclopridu pro standardni testovaci organismus — hrotnatku velkou
(Daphnia magna) 43,927 mg.I, jedna se o primérnou hodnotu ziskanou z 36 studii. AZ
v pozdéjsich studiich se ukazalo, Ze vodni bezobratli jsou vici imidaclopridu mnohem
citlivéjsi nez standardni testovaci druhy (Sanchez-Bayo a kol., 2016).

Neonikotinoidy mohou mit vyznamny subletalni i letalni u¢inek na mnoho druhti
vodnich bezobratlych (Morrissey a kol., 2015). Vodni bezobratli jsou velmi dalezitou
slozkou ekosystémd, tvofi zakladni spojeni pro tok energie mezi trofickymi vrstvami.
Bezobratli jsou vyznamnymi predatory, parazity i dekompozitory, tvoii potravni zakladnu
pro mnoho organismil z vysSich stupniii potravniho fetézce (Covich a kol., 1999). Pro svou
citlivost vii¢i kontaminaci vody jsou bezobratli vybornym bioindikétorem pro hodnoceni
ptitomnosti znecistujicich latek a stavu ekosystému (Cairns a Pratt, 1993).

Akutni 1 chronicka toxicita neonikotinoidnich insekticidli se mezi riznymi druhy
vyrazn¢ lisi, nejcitlivéj$imi fady se jevi jepice (Ephemeroptera), chrostici (Trichoptera) a
nékter¢ druhy dvouk#idlych (Diptera), zejména larvy nékterych pakomart
(Chironomidae). N¢které druhy z uvedenych fadi hmyzu vykazuji letalni efekt jiz pti
koncentracich niz$ich nez 1 pg.I* (Morrissey a kol., 2015). S naristajici dobou expozice
klesa hodnota LC50 (koncentrace, ktera zptisobi uhyn 50 % testovanych organismu)
(Sanchez-Bayo a Tennekes, 2020). Naptiklad Van den Brink a kol. (2016) uvadéji
rozdilnou LC50 imidaclopridu, thiaclopridu a thiamethoxamu pro jepici dvouktidlou
(Cloeon dipterum) pti expozici 96 hodin (29-37 ug.I?, 30 pg.I* a 52 pg.0?t) a 28 dni
(0,85 ng.I't 0,30 pg.It a 0,94 pg.It). Rozdilné hodnoty pii kratkodobé a dlouhodobé
expozici riznonozce Hyalella azteca a larev pakomara Chironomus tentanis cistému
imidaclopridu uvadéji Stoughton a kol. (2008). Akutni 96hLC50 (koncentrace, ktera
zpusobi béhem 96 h thyn 50 % testovanych organismti) imidaclopridu pro riznonozce je
65,43 pg.I?, pro pakomaéra 5,75 pg.I't; 28dLC50 (koncentrace, ktera zptisobi béhem
28 dnti thyn 50 % organismi) pak byla 7,08 pug.I"t a 0,91 pg.I"t. Raznorozec vykazuje
vysokou citlivost vii¢i clothianidinu a acetamipridu — 96hLC50 je piiblizné 5 pg.I" (Raby
a kol., 2018).
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Ztejmé nejrozsahlejsi laboratorni studii akutni toxicity neonikotinoidd provedli Raby
a kol. (2018), testovali vliv 6 Cistych latek (acetamiprid, clothianidin, dinotefuran,
imidacloprid, thiacloprid a thiamethoxam) na Siroké $kale bezobratlych. Jako nejméné
citlivé taxony vyhodnotili perlooc¢ky Cladocera, toxické t¢inky byly pozorovany pouze
pfi koncentracich > 40 mg.I". Nejcitlivéj§imi naopak byli larvy pakomdara Chironomus
dilutus a jepice Neocloeon triangulifer.

Laboratorni ekotoxikologické studie jsou ve vétSin¢ pfipadii zaméfené pouze na
hodnoceni letality dané latky, na zaklad¢ standardizovanych testl, tyto studie Casto
zanedbavaji vliv ptirodnich podminek. Beketov a kol. (2008) sledovali dlouhodobé ucinky
24h expozice thiaclopridu v ptirodnich podminkach malé ficky tekouci mimo zemédé€lsky
vyuzivané uzemi. Mortalita organismli nenastala okamzit¢ po expozici, ale se
4—12dennim zpozdénim. Mimo mortality byl zaznamenan i dal§i subletdlni ucinek —
snizeni reprodukéni schopnosti hrotnatky velké. Uvadéji také, ze toxicky ucinek
neonikotinoidd, i v nizkych koncentracich, mtze byt v pfirodnich podminkach zesilen
faktory jako je predace ¢i dostupnost potravy.

Neonikotinoidy maji na organismy také subletalni efekt. U larev jepic Hexagenia
dochazi pti kratkodobém vystaveni (96 hodin) imidaclopridu, acetamipridu a thiaclopridu
v koncentraci 10 pg.I", ke znaénému sniZeni schopnosti hrabat v sedimentu a budovat
V ném nory, které jsou zasadni pro jejich pieziti. U thiaclopridu byl tento jev pozorovan
vV mensi mife jiz pti koncentraci 0,1 pg.I" (Bartlett a kol., 2018). Stejnd studie také
poukazuje na sniZeni riistu u jepic, které byly po 96hodinovém vystaveni neonikotinoidim
pozorovany dalSich 21 dni.

Subletalnim efektem neonikotinoidt, zejména v tekoucich vodach, muze byt iniciace
driftu organismi po proudu. Tento jev nastava napfiklad u jepice piedjarni (Baetis
rhodani), muchni¢ky Simulium latigonium a blesivce obecného (Gammarus pulex) jiz pii
koncentracich, 7 — 22krat nizSich, nez je 96hL.C50 pro tyto organismy, tedy pti desetinach
az desitkach pg.I" (Beketov a Liess, 2008b). Dalsim pozorovanym jevem pfi vystaveni
organismu neonikotinoidiim je snizeni schopnosti pfijmu potravy, kterd se po premisténi
do cistého prostiedi neobnovi. Larvy jepic, vystavené po dobu 24 hodin imidaclopridu
v koncentraci vyssi nez 0,5 pg.l"? jiz nebyly schopné vratit se po 96 hodinach k p¥ijmu
potravy v mnozstvi jako larvy imidaclopridu nevystavené (Alexander a kol., 2007). Pfi
koncentracich imidaclopridu 0,123 — 0,126 pg.I" dochazi k imobilizaci jepic Cloeon

dipterum a Caenis horaria, u blesivce obecného dochazi k imobilizaci pii 15,4 ;,Lg.l'l,
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u larev koreter Chaoborus obscuripes pti 11,8 pg.It. S imobilizaci souvisi také snizeni
schopnosti pfijmu potravy a tniku pted predatory (Roessink a kol, 2013).

Pfi hodnoceni neonikotinoidii 1 dalSich latek by mély byt hodnoceny nejen letdlni a
subletalni efekty, ale také vliv na celé spolecenstvo, interakce mezi organismy a funk¢énost
celého ekosystému (Hladik a kol., 2018).

Sanchez-Bayo a Goka (2006) provedli studii vlivu imidaclopridu na spolecenstvo
organismi, Zijicich na ryZovistich. Po¢ateéni koncentrace imidaclopridu, 240 pg.I™, klesla
béhem mésice na 1,1 pg.I"%, pozdéji na 0,75 pg.It. Béhem prvniho mésice pokusu doslo
k eliminaci vétSiny zooplanktonu, nasledkem toho také doslo ke snizeni abundance
dalsich bezobratlych, zejména pakomari a jepic, kterym vymizela potravni zakladna.
Autofi poukazuji na to, Ze je nevhodné posuzovat vliv latky na ekosystém na zakladé vlivu
na jednotlivé, danému prostiedi cizi, druhy. Snizeni abundance a druhové diverzity,
zejména jepic a chrostikd ve své studii zaznamenali také Pestana a kol. (2009) a to jiz pti
koncentraci imidaclopridu 1,63 pg.I™.

Ke zméndm ve slozeni spolecenstva mlze dochazet i pfi nizkych koncentracich.
Organismy, které ze zasazeného prostiedi vymizely, vytvaii volnou niku, pro tolerantnéjsi
taxony, které zvySuji svou abundanci, aby volné misto zaplnily (Sanchez-Bayo a Goka,
2006). Mimo vymfeni citlivych organismt, mize byt zména spolecenstva tekoucich vod
zplisobena také migraci citlivéjSich organismul niZe po proudu, do nezasaZenych oblasti
(Beketov a Liess, 2008b).

Hayasaka a kol. (2012) sledovali po dobu dvou let vyvoj spoleCenstva na ryZovych
polich, uvadéji, ze obnoveni populaci citlivych druhti je mozné, pouze v piipadé, ze
koncentrace neonikotinoidnich latek klesne pod hodnotu 1 upg.It. Aviak samotné
obnoveni je velmi pomalé a prakticky k nému nedochdzi, uvolnéna mista po citlivych
druzich zaujimaji odolng&jsi organismy a postupné tak dochéazi ke zméné druhového
slozeni spolecenstva.

Velmi naroc¢né je hodnoceni vlivu neonikotinoidnich insekticidli na potravni sit€ a s tim
souvisejicimi dtisledky na funkce ekosystémi. Thiacloprid jiz v koncentraci 0,5 pg.I?t
zvySuje predaci blesivce poto¢niho (Gammarus fosarum) vici nymfam jepice predjarni.
Zaroven dochazi kredukci detritovorni cinnosti bleSivece na ukor predace, pfi
koncentracich 0,75 a 1 ug.l'1 klesa detritovorni ¢innost o 15,7 a 41,4 % a zaroven stoupa
predace 0 20,0 a 36,8 % (Englert a kol., 2012). Zménu v potravni strategii detritovornich
posvatek a chrostiki, rozkladajicich opadané listy z javoru cukrového (Acer saccharum),

oSetfen¢ imidaclopridem popisuje také Kreutzweiser a kol. (2008). Realné pouzivané
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koncentrace imidaclopridu, 3,2 a 11 mg.I" nezptisobily mortalitu vodnich organismd, ale
doslo ke zpomaleni a omezeni rozkladu organické hmoty.

Z vyse uvedenych skutecnosti vyplyvaji dva hlavni dopady na funk¢nost ekosystému
zasazeného neonikotinoidnimi insekticidy. Prvnim je zména diverzity a abundance
bezobratlych organismil, zejména hmyzu a s tim souvisejici zmény v druhové skladbé
jejich predatorti. Druhym dopadem je omezeni rozkladu organickych latek v dusledku
snizeni abundance rozkladac¢t (Sanchez-Bayo a kol., 2016).

Jednotlivé slozky ekosystému jsou spolu tizce propojené, piesto ze neonikotinoidy
nezpusobuji mortalitu obratlovcl pfimo, piisobi na né skrz jejich potravni zakladnu.
Snizeni abundance bezobratlych koreluje se sniZzenim abundance zivoc€ichu, jejichz
potravni zakladnu tvofi zejména bezobratli (Sanchez-Bayo a kol., 2016). Jak uvadi
Hayasaka a kol. (2012) obnova populaci zasazenych neonikotinoidy je velmi ndrocna a
pomald, da se tedy predpokladat, Ze navrat predatorti vodnich bezobratlych bude stejné
pomaly.

Jednou ze zakladnich funkci ekosystému je rozklad organické hmoty, ten zajistuji,
mimo jiné, také citlivé larvy jepic (Ephemeroptera), chrostiki (Trichoptera) a posvatek
(Plecoptera), které jsou také povazovany za bioindikatory kvality vody (Morse a kol.,
1993). Pokud dojde vlivem neonikotinoidt k redukci uvedenych organismil, dochazi také
Kk redukci jejich detritovorni Cinnosti. Tento jev muze nastat i jako subletalni efekt
(Kreutzweiser a kol., 2008). Rozklad organické hmoty ovliviiuje kvalitu vody
Vv recipientech. Zhorseni kvality vody tak muze byt jednim z indikatorti pfitomnosti
polutantu v prostiedi (Sanchez-Bayo a kol., 2016).

2.3. Chemikalie a modelové organismy pouzité v testech toxicity
2.3.1. Acetamiprid

Acetamiprid je organicka pesticidni latka ze skupiny necyklickych acetamidinovych
neonikotinoidl s pesticidnimi ucinky. Chemicka latka byla poprvé patentovana v roce
1991 (O*Neil, 2006).

Acetamiprid je bila (obrazek ¢. 1), ve vyjimecnych pripadech nazloutla krystalicka
latka bez zapachu, rozpustna ve vodé, acetonu, methanolu, ethanolu, dichlormethanu,
chloroformu, acetonitrilu a tetrahydrofuranu (PubChem, 2005). Zakladni vlastnosti latky

jsou zaznamendny v tabulce €. 1.
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Obrazek ¢. 1. Krystalky acetamipridu (Foto: A. Strouhova).

Tabulka ¢. 1. Zakladni fyzikalné-chemické parametry acetamipridu.

Parametr Hodnota Zdroj
Molarni hmotnost (g.mol!) 226,67 PubChem, (2005)
Rozpustnost ve vodeé pfi 25 °C, pH 5 (mg.I") 3,48.103 PubChem, (2005)
Rozpustnost ve vodé pfi 25 °C, pH 7 (mg.I") 2,95.108 PubChem, (2005)
Rozpustnost ve vodé pfi 25 °C, pH 9 (mg.I") 3,96.103 PubChem, (2005)
Rozdélovaci koeficient oktanol-voda (log Kow) pfi 25 °C 0,8 PubChem, (2005)
Polo&as rozpadu v piidé (dny) 3 CHMU, (2020)
Bioakumulagni potencial nizky CHMU, (2020)

Piesto, Ze je acetamiprid v plidé mobilni, jeho rychld degradace sniZuje jeho potencial
vyplavovat se do podzemnich vod. Vyssi potenciél vyluhovat se do podzemnich vod maji
metabolity acetamipridu, které jsou v piid¢ perzistentnéjsi. Primérni cestou degradace pro
tuto slouceninu je aerobni plidni metabolismus, zplsobujici jeho rychlou biodegradaci
v pudé. Ve vodé pii béznych teplotach nepodléhd hydrolyze a relativné pomalu podléha
fotodegradaci, coz jej déla ve vodé znacné& perzistentnim. Ve vétSin€ pld je acetamiprid
sttedné az vysoce mobilni a nepfedpoklada se, Ze by se siln€ véazal na vodni sedimenty.
Povrchové vody mohou byt acetamipridem zasazeny pii neSetrné aplikaci ptipravki ve
formé postiikl, anebo povrchovym odtokem (EPA, 2002).

Utinna latka acetamiprid ptisobi v insekticidnich pfipravcich pii ochrané jabloni,
hrusni, jadrovin, ofechli, chmele, brambor, plodové (rajCata, papriky, okurky) a listové
zeleniny a fepky ozimé. V roce 2016 bylo v Ceské republice aplikovano 3 543,7 t (I)
acetamipridu v riiznych insekticidnich piipraveich (CHMU, 2020). Rozdgleni
spotfebovaného mnozstvi mezi jednotlivé plodiny je znazornéno Vv grafu v ptiloze ¢. 2.
Spotieba acetamipridu, obsazeného v insekticidnich piipravcich, v Ceské republice mezi

lety 1998-2016 je zobrazena v grafu v pfiloze ¢. 3.
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Dle Svétové zdravotnické organizace (WHO) (2011) je acetamiprid fazen mezi toxické
latky. Bezpe¢ny denni pifjem acetamipridu je 0,07 mgkg? t&lesné hmotnosti.den™

(CHMU, 2020). Toxicita acetamipridu pro vybrané organismy je uvedena v tabulce &. 2.

Tabulka ¢. 2. Toxicita acetamipridu pro vybrané organismy

Druh Toxicita Hodnota (mg.l") Zdroj

Krysa obecna (Rattus rattus) LC50 213 CHMU (2020)
Hrotnatka velka (Daphnia magna) 48hEC50 49,8 CHMU (2020)
Zelena fasa Desmodesmus subspicatus 48hEC50 98,3 CHMU (2020)

VyhlaSka Ministerstva Zivotniho prostfedi a Ministerstva zeméd¢lstvi €. 5/2011 Sb., o
vymezeni hydrogeologickych rajont a utvarti podzemnich vod, zptisobu hodnoceni stavu
podzemnich vod a nalezitostech programti zjistovani a hodnoceni stavu podzemnich vod
stanovuje maximalni koncentraci ¢innych latek v pesticidech véetné jejich vyznamnych
metabolitd, produktl rozkladu a reakénich produktt na 0,1 pg.I* (Vyhlaska ¢ 5/2011 Sb.,

2011). Zranitelnost podzemnich vod acetamipridem je patrna z obrazku ¢. 2.

- velmi nizka zranitelnost
[ nizka zranitelnost

[ ] stéedni zranitelnost

[ vysoka zranitelnost

B veimi vysoka zranitelnost

Obrazek ¢. 2. Zranitelnost podzemnivch VO,d latkou acetamiprid v Ceské republice
(Zdroj: CHMU, 2020)

V povrchovych vodach Ceské republiky byl v roce 2017 acetamiprid detekovan v 1824
vzorcich z 233 vzorkovacich mist. V 1821 vzorcich byl acetamiprid detekovan pod mezi
stanovitelnosti. Maximalni naméfend hodnota byla 0,025 pg.I?, tato hodnota byla
naméfena na Klapském potoce u mostu Zaboviesky-Radovesice v Usteckém kraji

(CHMU, 2020).
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2.3.2. Insekticidni pripravek Mospilan 20 SP

Ptipravek Mospilan 20 SP (Nippon Soda Chemical Co., Ltd., Japonsko) je systémové
ucinny selektivni insekticid, i¢innou latkou, obsazenou v piipravku je acetamiprid v 20%
koncentraci (200 g acetamipridu v 1 kg ptipravku), dale pripravek obsahuje 2,4 %
benzosulfonové kyseliny mono-C10-13-alkylderivatu sodné soli. Pfipravek se ve formeé
postiiku pouziva k hubeni Sirokého spektra Skidct, napiiklad mandelinky bramborové
(Leptinotarsa decemlineata), ms$ice Aphidoidea sp., vlnatky krvavé (Eriosoma
lanigerum), obaleée jablecného (Cydia pomonella), krytonosce ftepkového
(Ceutorhynchus napi), blyskacka fepkového (Meligethes aeneus) ¢i bejlomorky kapustové
(Dasineura napi). Mospilan se pouziva zejména pii oSetieni brambor, ovoce, zeleniny,
chmele a olejnin (Sumi Agro Czech s.r.o., 2018).

Mospilan je zdravi Skodlivy (H302) a vysoce toxicky pro vodni organismy
s dlouhodobymi ucinky (H410). Piipravek je prodavan ve formé modrobilého jemného
prasku bez zapachu. Toxicita pfipravku pro vybrané organismy je uvedena v tabulce ¢. 3.

(Sumi Agro Czech s.r.0., 2017).

Tabulka ¢. 3. Toxicita piipravku Mospilan 20 SP pro vybrané organismy
(Sumi Agro Czech s.r.o., 2017).

Organismus Toxicita

Krysa obecné (Rattus rattus) LD50 = 808-689 mg.kg" (v zavislosti na pohlavi)
Hrotnatka (Daphnia) 48hEC50 >159 mg.|!

Pakomar Chironomus riparius 48hEC50 = 0,0981 mg.I!

Rasy 72hEC50 >97,8 mg.I-

2.3.3. Rak mramorovany (Procambarus virginalis)

Raci patfi mezi nejvétsi vodni bezobratlé zivocichy, Skdla jimi pfijimané potravy je
velmi Sirokd, jedné se o vSezravé bentické makrofagy, a proto jsou ve vodnim prostiedi
nezastupitelni. Taxonomicky se raci fadi mezi korySe fadu Decapoda, infrafadu Astacida
(Hobbs, 1989).

T¢lo raka tvofi dvé hlavni ¢asti — hlavohrud’ (cephalotorax) a zadecek (abdomen).
Hlavohrud’ je tvotfena 13 télnimi ¢lanky, zadecek dalSimi Sesti kratkymi, Sirokymi ¢lanky,
které jsou jasné zfetelné. Na svém téle rak nese celkem 19 part koncetin, z toho hlava

nese 2 pary tykadel, kusadla a 2 pary celisti, na hrudi se nachéazi 8 part nohou (prvni 3
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predstavuji nohocelisti a 5 part pereopodli, vykonavajicich hlavni pohybovou funkeci),
poslednich 6 part koncetin nese zadeCek (5 part pleopodii a jeden par uropodit).
NejvyraznéjSim parem koncetin je devaty par, opatfen klepety. Celé télo raka je pokryto
exoskeletem (krunyfem), hlavohrud’ kryje z vrchni strany a boki karapax, vybihajici mezi
o¢ima do Spicatého rostra. Karapax je celistvy a jeho povrch muze byt hladky,
granulovany ¢i pokryty drobnymi 1 vét§imi ostrymi trny. Dychéni rakiim umoziuji zébra,
ulozena v zabernich komorach na bocich cephalotoraxu. Vyznamnym orgénem rakt je
také hepatopankreas, velky viceucelovy organ, jehoz hlavnimi funkcemi je sekrece
travicich enzymt, metabolismus sacharidi a depozice nékterych tézkych kovi.
Hepatopankreas je také hlavnim detoxikacnim organem téla raka (Kozak a kol., 2013).
Rak mramorovany (obrazek ¢. 3) je menS$im a zna¢né kratkovékym druhem raka,
obvykle dortista méné nez 10 cm a doziva se pramérné dvou let (Pockl a kol., 2006; Vogt,
2010). Pro tento druh je charakteristické mramorovani na tmavé hnédém anebo tmavé

zeleném podkladu cephalotoraxu. Klepeta jsou mala a slabé zrnita (Holdich a kol., 2006).

Obrazek ¢. 3. Rak mramorovany (Foto: A. Strouhova)

Vzhledem ke své kratkovékosti ma, oproti ptivodnim evropskym druhiim rakd,
pomérné rychly zivotni cyklus. V zavislosti na podminkach prostfedi dosahuji jedinci
pohlavni dospélosti ve 25 az 35 tydnech v€ku, pfi vhodnych podminkéch se raci celorocné
opakované rozmnozuji v osmi az devititydennich intervalech (Holdich a kol., 2006).

U raka mramorovaného vyskytujiciho se v Evrop¢ jsou znamy pouze samice (obrazek

¢. 4), tento druh se rozmnozuje partenogeneticky — bez pfitomnosti samce (Martin a kol.,
2007).
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Obrazek €. 4. Samice raka mramorovaného s vajicky (Foto: A. Strouhova).

Rak mramorovany je, co se zivotnich podminek tyce, chovatelsky velmi nenarocnym
druhem, rychle roste, pohlavné dospiva a je vysoce plodny. V podminkéch stfedni Evropy
je schopny prezit a dale se rozmnoZovat i ve volné ptirodé. Nebezpecnost raka
mramorovaného spociva v tvorbé velkych populaci, vytlacujicich ptivodni druhy rakti a je
potencidlnim pfenaSeem raciho moru (Jimenez a Faulknes, 2011).

Jako bioindikatory a modelové organismy pii hodnoceni znecisténi vody a toxicity
nékterych latek jsou Casto pouZivani korysi, vcetné rakl. U rakd je moZzné pozorovat
zmény v organismu na molekuldrni Grovni, pisobenim polutantd. Molekuldrni zmény
v organismech jsou také ukazatelem pro posuzovani ekotoxicity latek (Struzynski a kol.,
2014). Za vétsinu hlavnich metabolickych procest v organismu koryst je zodpovédny
hepatopankreas. V hepatopankreatu probiha traveni, absorpce a skladovani zivin (Kozak
a kol., 2013). Jako metabolicky aktivni organ vykazuje vyssi hladiny a aktivitu enzymu
vytvarejicich oxyradikaly nez jiné tkang, a proto je v toxickém prostfedi nachylngjsi
k oxida¢nimu stresu (Kandemir a kol., 2011).

Vzhledem K nenaro¢nosti chovu, rychlému Zzivotnimu cyklu a partenogennimu
rozmnozovani s produkci geneticky identického potomstva je rak mramorovany vhodnym
indika¢nim druhem pro testy toxicity. Raci jsou vhodni k pouziti v laboratornich
pokusech, vzhledem ktomu, Zze spliuji koncept 3R (Replacement, Reduction,
Refinement).

2.4. Biochemicky profil hemolymfy

Pfi hodnoceni vysledku testii toxicity je vyznamnym zdrojem informaci, o stavu
organismu, biochemicky profil plazmy. Biochemicky profil plazmy se stanovuje zejména
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u ryb, ale i u rakd, a pfinasi cenné informace o zménach stavu organismu. Hemolymfu je
pro ziskani plazmy nutné odebirat do odbérového materialu, oSetieného proti srazeni,
napfiklad vodnym roztokem sodné soli heparinu. Biochemické vysetieni informuje o
metabolickych funkcich, ma Siroky rozsah a dostate¢nou specifitu a citlivost. Zakladnimi
stanovovanymi biochemickymi parametry jsou glukéza (GLU), proteiny plazmy, amoniak
(NHs), cytoplazmatické a mitochondrialni enzymy, enzymy vazané na bunéénou
membranu, mineraly (Ca?*, Mg?*a anorganicky fosfat) a laktat (Kolafova a Velisek,
2012).

GLU je hlavnim zdrojem energie organisml. Stanovenim hladiny proteini krevni
plazmy je sledovano poskozeni funkce ledvin a jater (hepatopankreatu) (Kolafova a
Velisek, 2012). Amoniak je hlavnim dusikatym odpadnim produktem metabolismu raki
(Kozak a kol., 2013). ZvySena hladina amoniaku indikuje selhani jaternich funkeci anebo
metabolickych defektd amoniaku v Krebsové cyklu. Cytoplazmatické a mitochondrialni
enzymy jsou uvoliiovany z bunék v pripadé zmény bunétné permeability nebo bunééné
nekrozy. Enzymy vazané na bunéénou membranu, zejména alkalickd fosfatdza (ALP),
ovliviiuji membranovy transport, metabolismus glykogenu a syntézu proteint (Kolafova
a Velisek, 2012).

Esencidlnim prvkem, vyskytujicim se v mnoha télnich systémech, jako je skelet,
enzymaticka aktivita, svalovy metabolismus anebo osmoregulace, je Ca?*. V plazmé se
vyskytuje nejcastéji ve forme vazané na bilkoviny anebo v ionizované formé, ¢ast také
tvoii komplex s kyselinami. Neméné dilezitou roli v organismu hraje Mg?*, mimo jiné je
zapojen do syntézy a destrukce Ach, ktery reguluje ptenos elektrickych impulst.
V metabolickych procesech a jako soucast nukleovych kyselin, fosfolipidii a nukleotida
je vyznamny anorganicky fosfat (PHOS). Laktat vznika pfi anaerobni glykolyze

pfeménou pyruvatu pomoci dehydrogenazy (Kolafova a Velisek, 2012).

2.5. Oxidaéni stres a antioxida¢ni obrana

Oxidacni stres je definovan jako nerovnovdaha mezi oxidanty a antioxidanty ve
prospéch oxidantli, kterd muze vést k poSkozeni organismu (Sies, 2000). Béhem
bunééné¢ho metabolismu aerobnich organismid mohou vést nékteré enzymatické a
neenzymatické reakce k produkci oxyradikalt — reaktivnich forem kysliku (ROS), ty
vznikaji v dusledku netplné redukce kysliku (Halliwell, 2007). ROS se fadi mezi volné

radikaly — vysoce reaktivni molekuly, disponujici jednim (anebo vice) molekulovym ¢i
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atomovym orbitalem s neparovym — volnym elektronem. Volné radikaly velmi rychle
reaguji s okolnimi ¢asticemi, pokud radikal reaguje s dalSim radikalem, vznikne molekula,
ktera jiz nema neparovy elektron. Reakci volného radikalu s molekulou vSak vznika dalsi
radikal, ktery ziska neparovy pocet elektronti. Miize dochazet k radikalovym fetézovym
reakcim (Halliwell a Gutteridge, 2015).

Za ROS jsou povazovany superoxidovy anion (O2’), peroxid vodiku (H202) anebo
hydroxylovy radikdl (OH) a dal§i castecné redukované molekuly. ROS poskozuji
makromolekuly jako je DNA, uhlohydraty ¢i proteiny, ¢imz ohroZzuji organismus. Ve
zdravych organismech je produkce ROS vyvazena antioxida¢nimi systémy. Antioxidacni
obrana reguluje hladiny ROS, ale neeliminuje je. Antioxidaéni obrana je pro organismus
velmi energeticky naro¢na (Halliwell, 2007). Pokud je antioxida¢ni obrana naru$ena,
dochazi ktzv. oxida¢nimu poSkozeni organismu — biomolekuldrnimu poskozeni
zpisobenym tutokem ROS na slozky zivych organismi. Vysoka uroven oxidac¢niho
poskozeni muze byt zpisobeno nejen oxida¢nim stresem, ale také selhanim opravnych
anebo ndhradnich mechanismi. ZvySené¢ hladiny biomarkerii oxida¢niho stresu nemusi
vzdy znamenat vy$$i hladinu oxida¢niho stresu (Halliwell a Gutteridge, 2015).

Nejbeéznéjsi reakei, ke které vlivem oxidacniho stresu dochézi je lipidni peroxidace
(LPO) — oxidace lipida. Oxidaci polynenasycenych mastnych Kkyselin vznikaji
hydroperoxidy a aldehydy, latky toxické pro organismus. Mlze dochédzet k naruseni
syntézy proteinil, zmény struktury proteini, poskozovani DNA naruSenim transkripce a
translace, dale k naruSeni bunécnych membran, poskozeni jejich struktury €i zmény
V prostupnosti. Problematické je 1 poSkozeni mitochondrii a mitochondrialni DNA.
Poskozené mitochondrie produkuji vétsi mnozstvi ROS a tim dochazi k masivni destrukci
DNA (Lushchak, 2011).

Bunky na expozici ROS reaguji Sirokou Skalou zpiisobii — proliferaci, pozastavenim
bunééného déleni, starnutim, nekrézou anebo apoptdozou. Reakce zavisi na bunécném
typu, pfitomnosti urcitych receptori na povrchu buiiky a UCinnosti antioxidantd
(Halliwell, 2007).

K testovani oxidacniho poSkozeni bunék a k hodnoceni riznych aspekti oxidacniho
stresu se vyuzivaji molekularni biomarkery. Je mozné sledovat hodnoty primarnich a
sekundérnich produktii, vznikajicich pti pisobeni volnych radikald v buiikach, ale také
stav a aktivitu antioxida¢nich obrannych mechanismut (Valavanidis a kol., 2005).

Antioxidanty jsou riznorodou skupinou latek, jako celek tvofi antioxidacni ochranu

organismu, kterd musi byt komplexni a jednotlivé slozky se musi vzéjemné doplnovat.
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Slozky antioxidacni ochrany maji riizny mechanismus u¢inku, intenzitu i koncentraci.
Antioxidanty museji byt také v rovnovaze s produkci ROS (Racek, 2003).

Dle de Zwarta a kol. (1999) lze antioxidanty rozdélit na enzymatické a neenzymatické.
Zakladnimi enzymatickymi antioxida¢nimi systémy jsou superoxiddismutasy (SOD),
katalaza (CAT), glutathionperoxidaza (GPx), glutathionreduktaza (GR) a glutathion S-
transferaza (GST). Neenzymatickymi antioxidanty jsou pak napfiklad glutathion (GR),
vitamin E anebo urat.

Stanoveni antioxida¢nich enzymii poskytuje informace o antioxidacnim stavu
organismu a mohou slouzit jako biomarkery oxida¢niho stresu (Kohen a Nyska, 2002).
Pii vystaveni organismu nepiiznivym ucinkiim xenobiotik se snizuje hladina
antioxida¢nich enzyma a dochazi k nerovnovaze v antioxida¢ni obrané (Livingstone,
2003).

Antioxida¢nimi systémy (SOD, CAT, GPx, GR a GST) ptimo reaguji S volnymi
radikaly a redukuji jejich vliv na buiiku (de Zwart a kol. 1999; Lushchak, 2011). Vzajemné

pusobeni antioxidacnich enzymu je zndzornéno na obrazku €. 5.

Obrazek €. 5. Vzajemné plisobeni antioxidacni enzymi
(upraveno podle Kohen a Nyska, 2002).
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Jednim ze zakladnich enzymatickych antioxida¢nich systému jsou superoxiddismutasy
(SOD), ty reaguji se superoxidovym radikalem za soucasné produkce peroxidu vodiku,
ktery dale stépi GPx a CAT. Aktivita tohoto enzymu urcuje koncentraci Oz a H,O2 a proto
je pravdépodobné stiedem obranného mechanismu (Bowler a kol., 1992).

Na SOD navazuje katalaza (CAT) a reaguje s peroxidem vodiku za vniku kysliku a
vody. CAT odstranuje peroxid vodiku, vyskytujici se ve vysokych koncentracich (Kohen
a Nyska, 2002).

Na antioxida¢ni obrané¢ se mimo enzymatickych systémt podileji také systémy
neenzymatické, mezi neenzymatické antioxidacni systémy se fadi zejména latky s nizkou
molekulovou hmotnosti, jako jsou vitaminy C a E, glutathion, urat, melatonin anebo -
karoten, tyto slouceniny jsou schopny branit oxidaénimu poskozeni pfimou a nepfimou
reakci s ROS (Kohen a Nyska, 2002).

Nejdilezitéjsim neenzymatickym antioxidantem je redukovany glutathion
(GSH). Jedna se o nizkomolekularni tripeptid obsahujici thiolovou skupinu. Uplatiuje se
pti ochrané thiolovych skupin bunék a je schopny také vytvéret jejich urcité rezervy.
Plisobi jako kofaktor enzymu peroxidazy a nepiimy antioxidant peroxidu vodiku, pfi jehoz
rozkladu funguje jako donor elektronti. GSH miize zachytavat nékteré ROS také piimo,
po reakci s nimi se sam stava radikalem glutathionu, na ktery dale reaguje jeho redukovana
forma (Kohen a Nyska, 2002; Halliwell, 2007).

Neenzymatické antioxidacni systémy pilisobi Casto jako kofaktory enzymatickych
antioxidantl, jednotlivé systémy nemohou plisobit samostatné, vzdy je nutnd ptritomnost
dal§ich systémua. Pfitomnost a funkce antioxidanti vSak musi byt vyrovnand, pfii
nerovnovaze muze dochédzet ke vzniku radikalli z pivodnich antioxidanti a dal§imu

poskozovani organismu (Racek., 2003)
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3. MATERIAL A METODIKA

Vliv pesticidu na bazi neonikotinoidi (Mospilan 20 SP) a u¢inné latky acetamipridu na
raka mramorovaného byl hodnocen pomoci akutniho a chronického testu toxicity.
Testovani probihalo v akvarijni mistnosti Laboratofe vodni toxikologie a ichtyopatologie
a Vakvarijni mistnosti Laboratofe sladkovodnich ekosystémti Vyzkumného tstavu
rybafského a hydrobiologického ve Vodnanech, Fakulty rybafstvi a ochrany vod

Jiho¢eské univerzity v Ceskych Budgjovicich

3.1. Testované chemikalie

Pro experiment byl pouzit chemicky ¢isty (99,9 %) neonikotinoid — acetamiprid a dale
insekticidni ptipravek Mospilan 20 SP, obsahujici 20,2 % acetamipridu. Cist4 latka byla
zakoupena od spole¢nosti Sigma-Aldrich. Insekticidni ptipravek je registrovan némeckou
spole¢nosti Nisso Chemical Europe GmbH, distributorem pro Ceskou republiku je Sumi

Agro Czech s.r.o.

3.2. Experimentalni organismy

Pro akutni i chronicky testu toxicity byli pouziti dospé€lci invazniho druhu — raka
mramorovaného.

Vsichni pouziti jedinci pochazeli zchovu Fakulty rybaistvi a ochrany vod,
Vyzkumného tstavu rybarského a hydrobiologického ve Vodianech. Primérné délky tél
(mé&feno od Spicky rostra po konec telsonu) a primerné hmotnosti rakil jsou zaznamenany

v tabulce ¢. 4. VSichni jedinci byli v dobré zdravotni kondici.

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

Primérna délka Primérna hmotnost
est téla (mm) * SD (g)£SD
Akutni test 51,17 £ 4,55 3,48 0,88
Chronicky test 20,60 + 1,37 2,56 + 0,54
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3.3. Testy toxicity
3.3.1. AKkutni test toxicity
3.3.1.1.  Princip a podminky testu

Akutni test toxicity na racich byl proveden s modifikacemi podle metodiky OECD ¢.
203 pro testovani toxicity na rybach.

Po dobu 96 hodin byly testované organismy vystaveny Uc¢inku riznych koncentraci
testovanych latek rozpusténych ve vodé. Kontrolni skupina vznikla nasazenim testovacich
organismil do Cisté vody bez testovanych latek. Lazen byla vyméinovana kazdych 24
hodin. Kazdy den byla zaznamenavana mortalita testovacich organismi, z hodnot
mortality byla pomoci probitové analyzy stanovena LC50 — letalni koncentrace
testovan¢ho vzorku, ktera vyvolala thyn 50 % testovacich organismi. LC byla

stanovovana po 24, 48, 72 a 96 hodinéch.

3.3.1.2. Priibéh testu

Test akutni toxicity byl proveden na invaznim druhu, na raku mramorovaném.
Testovanou latkou byl Cisty neonikotinoid acetamiprid a neonikotinoidovy insekticidni
pripravek Mospilan 20 SP, s uc¢innou latkou acetamipridem. Byly tedy provedeny dva
testy, kazdy test ve dvou stejnych koncentracnich fadach. Pred testem akutni toxicity byl
proveden piedbézny test, ve kterém byla pouzita Siroka $kala koncentraci (0-800 mg.I*
testované latky.

Na zéklad¢ vysledkt predbéznych testli bylo pro testovani ¢istého acetamipridu pouzito
6 koncentraci (0,1 — 10 mg.I"%), pro testovani Mospilanu 20 SP bylo pouzito 7 koncentraci
(0,1 — 24 mg.I") (obrazek ¢. 6).

Obrazek €. 6. Koncentra¢ni fada pfi akutnim testu toxicity s neonikotinoidovym piipravkem
(Foto: A. Strouhova).
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Pted zahdjenim kazdého z testl byli raci zkontrolovani a rozdéleni do akvérii po 6
kusech, tedy 12 kusii v kazdé koncentraci. Byla pouzita akvaria o objemu 20 1s 10 | vody,
po rozdéleni do akvarii byli raci 7 dni pfed expozici testovanym latkdm aklimatizovani
v Cisté vodé. Raci byli v akvariich oddéleni pomoci specialnich plastovych boxu (obrazek

¢. 7) pro znemoznéni kanibalismu.

Obrazek €. 7. Raci ve specidlnim boxu pro znemoznéni kanibalismu (Foto: A. Strouhova).

Voda pouzita pro testy méla kyselinovou neutralizacni kapacitu (KNKa4;5)
1,0 mmol.I"t, koncentraci celkového amoniaku (NH3+NHs) 0,1 mg.I?, koncentraci
dusiénantt (NO3) 2,92 mg.I"}, koncentraci dusitani (NO2) 0,0001 mg.I?, koncentraci
fosfore¢énanti (PO4>) 0,003 mg.l", koncentraci vapenatych a hofecnatych iontl
(Ca?*+Mg?*) 7,0 mg.I"* a chemickou spotiebu kysliku (CHSKwmn) 0,6 mg.|™.

Dalsi fyzikalné chemické parametry vody v akvariich (teplota, pH a nasyceni vody
kyslikem) byly méfeny pred zahajenim testi, dale po 24, 48, 72 a 96 hodinach, vzdy pted
vyménou a po vymeéné lazng€, vSechny hodnoty byly pravidelné¢ kontrolovany a
zaznamenavany. Teplota se pohybovala mezi 17,9 az 19,9 °C, pH vody bylo v rozmezi
6,84 az 8,05, nasyceni vody kyslikem dosahovalo 87-108,7 %.

Vysledky testil Ize povazovat za platné, v jednotlivych testech: v kontrolnich skupinach
nebyly zaznamenany thyny, 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 testl byla analyticky stanovena
koncentrace acetamipridu ve vodé pomoci metody kapalinové chromatografie (HPLC-

MS/MS). Koncentrace acetamipridu ve vodé béhem testd neklesla pod 95 % nominalni
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koncentrace. Stanoveni koncentrace nebylo soucasti diplomové prace a toto stanoveni
bylo provedeno formou sluzby. Byla tedy splnéna validace pro akutni testy toxicity.
Doba expozice behem testu akutni toxicity byla 96 hodin. Po kazdych 24 hodinach byla
vymeénovana cela lazen, plastové boxy s testovanymi raky byly z akvarii opatrné vyjmuty,
raci byli zkontrolovani (pozorovany byly mimo uhynu také zmény v chovani, aktivita,
reakce na podrazdéni aj.). Uhynuli jedinci byli z boxti odstranéni, zvazeni a zméfeni.
Pozorované zmény v chovani a mortalita byly peclivé zaznamendvany. V priib¢hu testi
raci nebyli krmeni, z divodu eliminace moznych vlivii uvolnénych toxini z krmiva a

ptfipadného ovlivnéni toxicity testované latky.

3.3.1.3.  Vyhodnoceni testii akutni toxicity

Pro vypocet letalnich koncentraci (LC) byly pouZity hodnoty mortality ziskané
z jednotlivych akutnich testt toxicity. Letalni koncentrace byly urCeny linearni 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 ur¢ovany:
* LCO (koncentrace testované latky, kterd nezplsobi uhyn Zadného testovaciho
organismu),
* LC50 (koncentrace testované latky, ktera zptsobi uhyn 50 % testovacich
organismil) a
+ LC100 (koncentrace testované laky, ktera zpisobi uhyn 100 % testovacich

organismil).

3.3.2. Chronicky test toxicity
3.3.2.1.  Princip a podminky testu

Na zékladé vysledka akutnich testl toxicity byl proveden chronicky test toxicity na
racich.

Raci byli vystaveni u¢inku dvou riznych koncentraci testovanych latek, (acetamiprid
a Mospilan 20 SP) rozpusténych ve vode, po dobu 20 dnti, po expozici byli raci dalsich
10 dnii ponechani v Cisté vode. Testovani obou latek probihalo soucasné, kontrolni
skupina, kterd vznikla nasazenim testovacich organismil do Cisté vody bez testovanych
latek, byla pro ob¢ latky spolecné. Vsechny sledované skupiny byly provedené ve dvou

opakovanich.
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3.3.2.2. Prubéh testu

Raci byli 7 dni pfed zacatkem testu pro aklimatizaci nasazeni do testovacich akvarii
s ¢istou vodou. Kazdé¢ z akvarii bylo vybaveno ukryty a vzduchovacim zatizenim.
Ukryty pro raky snizuji pravdépodobnost kanibalismu mezi raky (obrazek ¢&. 8). Do
kazdého akvaria o objemu 100 litrti, s objemem lazn¢ 20 litrd, bylo nasazeno 16 rakd.

Celkem bylo pouzito 32 raka v kazdé testované koncentraci i kontrole (obrazek ¢. 9).

Obrazek €. 9. Akvaria pouzita v testech chronické toxicity (Foto: A. Strouhova)

Obe testované latky byly pouzity ve dvou riznych koncentracich. PouZité koncentrace
byly stanoveny na zakladé akutnich testt jako 0,1 % a 1 % zjisténé 96hLC50. Zjisténa
96hLC50 davka pro Mospilan 20 SP byla 2,71 mg.I"* a pro acetamiprid 0,8 mg.I"t a pro

Mospilan 20 SP. Vysledné koncentrace pro chronicky test jsou zaznamenany v tabulce ¢.
5. Lazen byla vyménovana po kazdych 48 hodinach.

Tabulka €. 5. Koncentrace pouzité v chronickém testu toxicity.

Skupina Koncentrace (ug.I")
Kontrola 0

Mospilan 0,1 % 2,71
Mospilan 1 % 271
Acetamiprid 0,1 % 0,8
Acetamiprid 1 % 8,0
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Voda pouzitd pro testy méla kyselinovou neutralizacni kapacitu (KNKass5) 1,0
mmol.I"%, koncentraci celkového amoniaku (NH** NH*) 0,1 mg.I"%, koncentraci dusi¢nant
(NO*) 2,92 mg.I"t, koncentraci dusitantt (NO?") 0,0001 mg.It, koncentraci fosfore¢nant
(PO4>) 0,003 mg.I, koncentraci vapenatych a hofeénatych iont (Ca?*+Mg?*) 7,0 mg.I™
a chemickou spotiebu kysliku (CHSKwmn) 0,6 mg.l-1.

Dalsi fyzikalné — chemické parametry vody v akvariich (teplota, pH a nasyceni vody
kyslikem) byly méfeny pied zahajenim testd, dale vzdy po 48 hodinach, vzdy pted
vyménou a po vymeéné lazné, vSechny hodnoty byly pravidelné¢ kontrolovany a
zaznamenavany. Teplota se pohybovala mezi 19,4 az 22,4 °C, pH vody bylo v rozmezi
6,89 az 7,97, nasyceni vody kyslikem dosahovalo 82,8-94,7 % v pribé&hu testu.

Vysledky testi 1ze povazovat za platné, jelikoz v jednotlivych testech: v kontrolnich
skupinach neuhynulo vice nez 10 % jedinct, teplota vody Vv jednotlivych akvariich se
nezménila o vice nez 1 stupenn Celsia; pH se nezménilo o jednotku; nasyceni vody
kyslikem nekleslo pod 60 % a koncentrace testované latky neklesla pod 80 % nominalni
koncentrace. Béhem testil byla analyticky stanovena koncentrace acetamipridu stejné jako
je pospano u akutnich testii (viz kapitola 3.2.2.). Byla tedy spInéna validace pro chronické
testy toxicity.

Test byl proveden semistaticky s celkovou dobou expozice 30 dni. Po 20denni expozici
testovanym latkam nésledovala 10denni faze depurace, b&hem které byly raci umisténi
pouze do Cisté vody.

Krmeni rakt (obrazek ¢. 10) probihalo jednou denné, komerénim krmivem pro ryby
Granugreen od némecké firmy Sera. V priibéhu testu byl nastaven stabilni svételny rezim

— 12 hodin svétla a 12 hodin tmy.

Obrazek ¢. 10. Krmeni raka (Foto: A. Strouhova).
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3.3.2.3.  Odbér vzorku

Odbér vzorkl (obrazek ¢. 11) probihal po 10 a 20 dnech expozice testovanym latkam
apo 10 dnech depurace bez testované latky. Z kazdé testované skupiny bylo vzdy vybrano
Sest jedinct, ti byli zméfeni a zvazeni. Raci byli umisténi do Supinkového ledu (obrazek
¢. 12), coz zpusobilo jejich anestezii, nasledoval odbér vzorkt hemolymfy a tkani

(hepatopankreatu, svalu a zaber) od kazdého jedince.

Obrazek ¢. 11. Rak mramorovany pfipraven k odbéru vzorku hepatopankreatu a zaber
(Foto: A. Strouhova).

Obrazek ¢. 12. Raci umisténi na Supinkovy led pro anestezii pfed odb&érem vzorku
(Foto: A. Strouhova).

Odebrané vzorky byly ukladany do pfedem popsanych mikrozkumavek a umistény do
hlubokomraziciho boxu s teplotou -80 °C, kde byly uchovany az do doby jejich

analyzovani.
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Pfred samotnymi analyzami byly zmraZzené vzorky zvazeny a nasledné
homogenizovany 5 minut na rotanim homogenizatoru (TissueLyser I, QIAGEN) za
pouziti 50mM fosfatového pufru (PP, KH2PO4) s 1 mM EDTA (pH 7,4). Na 100 mg tkané
byl pouzit 1 ml pufru. Po celou dobu homogenizace i piipravy musely byt vzorky
uchovany na ledu. Homogenizované vzorky byly rozpipetovany do mikrozkumavek
vV mnozstvi potfebném pro dané analyzy. Dale byly vzorky homogenati skladovany

zamrazené pii teploté -80 °C.

3.4. Stanoveni biochemického profilu hemolymfy

Hemolymfa raki, pro stanoveni biochemickych ukazatelt byla odebirdna z ventralni
abdomindlni strany injek¢ni stiikackou obsahujici 0,01 ml heparinu sodného (Heparin inj.,
Léciva, Praha) na ml hemolymfy. Vzorky hemolymfy byly promichany a uchovavany na
ledu, po odbéru byly centrifugovany po dobu 10 minut pii 10 000 rpm. Nasledné byl
odpipetovan supernatant, ktery byl uchovdn pii -80 °C az do provedeni méfeni
biochemickych markeri. Méfeni biochemickych parametr hemolymfy rakd bylo
provadéno na piistroji VETTEST 8008 (IDEXX Laboratories Inc., Maine, USA) podle
metodiky Kolafovd a VeliSek (2012). Na tomto pfistroji byly méfeny nasledujici
parametry:

e glukoéza (GLU),
e proteiny plazmy:
celkové proteiny (TP), globuliny (GLOB), albumin (ALB),
e amoniak (NHz),
e triglyceridy (TAG),
e cytoplazmatické a mitochondridlni enzymy:
asparat aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT),
kreatin kindza (CK), kreatin (CREA), laktat dehydrogenaza (LDH),
e enzymy vazané na bunéénou membranu:
alkalickou fosfatdza (ALP),
e mineraly:
hot¢ik (Mg?"), vapnik (Ca?*), anorganicky fosfat (PHOS),
o laktat (LACT).
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3.5. Metody stanoveni biomarkeri

VSechny biomarkery byly stanovovany spektrofotometricky za pomoci pfistroje
TECAN Infinite M200 (TECAN Austria GmbH) v mikrodestic¢kovém provedeni.

3.5.1. Stanoveni koncentrace proteinii
Princip metody:

Koncentrace proteinii byla stanovena pomoci BCA metody. Tato metoda vyuziva
sodné soli kyseliny bicinchoninové (BCA), komplexujici ionty Cu', tvofenych reakci
peptidové vazby sCu". Cinidlo vznikd smisenim roztoki sodné soli kyseliny
bicinchoninové v alkalickém prostfedi a CuSOs, V poméru 100:1. Vznikly komplex je

méten spektrofotometricky pii 562 nm.
Material a reagencie:

e 0,1M roztok NaOH, BSA standard — Sigma Aldrich (P-0914),

e roztok kyseliny bicinchoninové (BCA) — Sigma Aldrich (B-9643),

e roztok siranu méd’natého (CuSOas) — Sigma Aldrich (C-2284).

Postup stanoveni:

K 30 ul homogenatu bylo den pied samotnou analyzou pfidano 570 ul 0,1M roztoku
NaOH a ponechano pfi pokojové teploté.

Do mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano 10 pl vzorku s 200 pl roztoku kyseliny
bicinchoninovévé a siranu médnatého, vzniklého smichanim 19,6 ml BCA a 0,4 ml
CuSOa.

Mikrotitracni desticka byla ptekryta folii a vzorky byly inkubovany 30 minut pii 37 °C
v termoboxu. Nasledné byly vzorky po inkubaci spektrofotometricky zméteny pfi
absorbanci 562 nm.

Kalibrace:

Ke kalibraci byl pouzit standard BSA (1Img BSA.mlI"* 0,1M NaOH). Jako blank byl
pouzit 0,1M roztok NaOH. Kalibra¢ni fada byla stanovena v rozsahu 12,5 — 1000 pl.ml™,

Vyhodnoceni:

Koncentrace proteint byla vypocitana podle vytvotrené kalibra¢ni kiivky se standardem

BSA. Hodnoty byly vyjadieny v mg.ml™,
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3.5.2. Stanoveni stimulované lipidni peroxidace (TBARYS)
Princip metody:

Lipidni peroxidace (LPO) byla stanovena pomoci TBARS testu. Tato metoda je
zalozena na stanoveni barevnych aduktd, vznikajicich reakci produkti LPO s kyselinou
thiobarbiturovou (TBA). Produktem LPO je malondialdehyd — MDA, jedna se o
sekundarni lipidicky oxida¢ni produkt, vznikajici reakci ROS s nenasycenymi mastnymi
kyselinami. MDA reaguje sTBA =za vzniku barevného komplexu, ktery je
spektrofotometricky méfen pti 532 nm.

Pti stanoveni stimulované LPO je cilem zhodnoceni potencidlu homogenatu podstoupit

lipidni peroxidaci.
Material a reagencie:

e TCA-BHT (20% kyselina trichloroctova a 2% butylovany hydrotoluen v poméru
200:1,

e 0,6M HCI,

e TRIS-TBA (25mM TRIS a 10mM TBA),

e standard MDA (22% 1,1,3,3-tetraethoxypropan v 1% H2S0Oa),

e 2mM FeSO,4 v PBS.

Postup stanoveni:

Pro stanoveni stimulované lipidni peroxidace bylo 250 ul homogenatu vzorku 30 minut
preinkubovano s 12,5 ul 2mM FeSO4 na termodesce pti 37 °C.

K 250 pl homogenatu preinkubovaného vzorku bylo ptidano 75 pl roztoku TCA-BHT.
Po zvortexovani byl homogenat s TCA-BHT 20 minut centrifugovan pii 4000 rpm a 4 °C.

Do mikrozkumavky bylo napipetovano 250 ul supernatantu vzorku, 50 ul HCI a
200 ul TRIS-TBA, vznikla smés byla vafena na termobloku 45 minut pfi 90 °C. Nasledné
bylo 250 pl vafeného vzorku pieneseno do mikrotitraéni desti¢ky a spektrofotometricky

bylo méteno vzniklé zbarveni pii 550 a 590 nm
Kalibrace:

Rozsah kalibra¢ni fady byl stanoven na 0,5 — 8 nmol MDA. Jako standard MDA byl
pouzit 10mM zasobni roztok MDA (11,02 mg tetrachoxypropanu, rozpusténé¢ho v 5 ml
1% H>S04), natfedény na 100uM roztok MDA. Nasledné byla ptipravena koncentracni

fada, zaznamenana v tabulce ¢&. 6.
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Tabulka ¢. 6. Koncentraéni fada pro kalibraci MDA.

nmol.reakci'  100uM roztok MDA (ul) PBS (ul)
0 0 750
0,5 15 735
1 30 720
2 60 690
3 90 660
4 120 630
5 150 600
6 180 570
7 210 540
8 240 510

Vyhodnoceni:

Lipidni peroxidace byla vypocitana podle vytvotené kalibracni kiivky se standardem

MDA. Hodnoty byly vyjadfeny jako nmol TBARS.mg proteinti™

3.5.3. Stanoveni enzymatické aktivity katalazy (CAT)
Princip metody:

Metoda je zaloZena na schopnosti kataldz rozkladat peroxid vodiku na vodu a kyslik,
rozklad je sledovan métfenim poklesu absorbance smési vzorku s peroxidem vodiku,

spektrofotometricky pii 240 nm.
Material a reagencie:

e Homogeniza¢ni 50mM PP pufr,
e TRIS EDTA pufr (50mM TRIS pufrs 0,1mM EDTA),
e 0,09% H,O2 v TRIS EDTA pufru

Postup stanoveni:

Homogenat vzorku bylo nejprve nutné zcentrifugovat 30 minut pii 15 000 rpm a 4 °C,
dale byl vzorek fedén dle druhu tkan€. Pomér fedéni byl nejprve vyzkousen a poté pouzit
u celé testované skupiny. Celkovy objem vzorku po fedéni musi byt vzdy 500 ul.

U hepatopankreatu i u Zaber bylo pouzito fedéni 30:470, tedy k 30 ul supernatantu bylo
ptidano 470 pl 50 mM homogeniza¢niho PP pufru.
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Do mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano 50 pl vyfedéného vzorku a 250 pl 0,09%
H202 v TRIS EDTA pufru. U vzorku byla ihned spektrofotometricky métena Kinetika

reakce po dobu 1 minuty s 5 vtefinovymi intervaly, pii 240 nm.
Vyhodnoceni:

Pro vypocet vysledné hodnoty aktivity katalaz je nutné znat molarni extinkéni
koeficient HoO2 pfi 240 nm (= 39,4 M.cm™) Vysledna hodnota aktivity katalaz je
vyjadifena jako smérnice kiivky vzorku, od niz je odectena smérnice kiivky blanku a

piepoétena dle nasledujici rovnice na pmol H20z2.min"t.mg proteina™.

smérnice ktivky
39,4 x 1 x mg.ml ~1proteinu x 103

CAT aktivita =

3.5.4. Stanoveni redukovaného glutathionu (GSH)
Princip metody:

Principem metody je reakce thioselektivni Ellmannovy reagencie (DTNB — 2,2-dinitro-
5,5-dithiobenzoova kyselina) s volnymi -SH skupinami za tvorby barevného produktu,
ktery je spektrofotometricky stanovovan pti 420 nm. Volné — SH skupiny se ve vzorku

zbaveného proteint vyskytuji zejména v molekule redukovaného glutathionu — GSH.
Material a reagencie:

e TRIS pufr (0,8 M TRIS a 0,02M EDTA)
e 0,02M DTNB v methanolu

e GSH (1 mg.mI"* PBS roztok)

e TCA (25% kyselina trichloroctova)

e Homogeniza¢ni 50mM PP pufr
Postup stanoveni:

Metoda mé dvé faze — nejprve byl odstranén ze vzorkl protein a poté probéhlo samotné
stanoveni GSH. Pted prvni fazi byl homogenat vzorku centrifugovan 15 minut pti 10 000
rpm a 4 °C. Do mikrozkumavek bylo pipetovano 180 ul supernatantu vzorku a 18 ul TCA.
Obsah mikrozkumavek byl zvortexovani, ponechan 15 minut pfi pokojové teploté a
nasledné 10 minut centrifugovan pti 8 000 rpm a 4 °C.

Po odstranéni proteintl bylo do mikrotitranich desti¢ek pipetovano 50 pl vzorku, 190
ul TRIS pufru a 10 ul 0,02M DTNB. Jako blank se pipetuje 240 ul TRIS pufru a 10 pl

44



0,02M DTNB. Vzorek byl ponechén v mikrotitracnich destickdch 5 minut inkubovat pii

pokojové teploté a nasledné byla spektrofotometricky métena jeho absorbance pti 420 nm.
Kalibrace:

Kalibrace byla provedena na zakladé koncentra¢ni fady v rozsahu 0,0025 — 0,075
mg.ml™ GSH. Standard GSH (1 mg.mlIt PP pufru) byl 10kréat vyfedén na 0,1 mg.mi* v PP
pufru, poté se z daného zasobniho roztoku ptipravila koncentracni fada, ta je zaznamenana
v tabulce ¢. 7.

K 500 pl GSH standardi bylo ptidano 50 ul TCA, obsah byl zvortexovani a ponechan
k inkubaci po dobu 15 minut pfi pokojové teploté.

Do mikrotitra¢ni desticky bylo pro kalibraci pipetovano 190 ul TRIS pufru, 50 pl
daného standardu s TCA a 10 ul DTNB. Mikrotitraéni desti¢ka se vzorky byla 5 minut

ponechana pii pokojové teploté, nasledné byla méfena spektrofotometricky absorbance

pfi 420 nm.
Tabulka ¢. 7. Koncentra¢ni fada pro kalibraci GSH.
GSH GSH
Objem zasobniho roztoku (ul) Objem homogenizaéniho PP pufru (pl)

(M) (mg.ml)
244 0,075 375 125
162,85 0,05 250 250
81,42 0,025 125 375
48,85 0,015 79 425
32,57 0,01 50 450
24,42 0,0075 37,5 462,2
16,28 0,005 25 475
8,14 0,0025 12,5 4875

Vyhodnoceni:

Koncentrace glutathionu se vypoéte na zakladé kalibra¢ni kiivky pro standardni

redukovany glutathion, vysledné hodnoty jsou vyjadieny v nmol GSH.mg proteinti™.
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3.5.5. Stanoveni enzymatické aktivity glutathion S-transferazy (GST)
Princip metody:

Metoda je zaloZena na detekci konjugatu mezi redukovanym glutathionem a CDNB
(1-chloro-2,4-dinitrobenzen), coz je bézny substrat pro vSechny isoformy glutathion S-
transferazy.

Konjugat je detekovan spektrofotometricky pii 340 nm.
Material a reagencie:

e Homogeniza¢ni 50 mM PP pufr
e 10mM roztok redukovaného GSH
e 50mM CDNB v ethanolu

Postup stanoveni:

Homogenat vzorku byl nejprve centrifugovan 15 minut pii 10 000 rpm a 4 °C, poté byl
vyfedén s PP pufrem v poméru 1:1 (250 pl supernatantu a 250 ul PP pufru).

Do mikrotitra¢nich desti¢ek bylo pipetovano 30 ul vzorku a 160 pl PP pufru (pomér je
nutné upravit v zavislosti na druhu tkan¢) a nasledn¢ 10 ul 50mM CDNB v ethanolu.

Po ptidani substratu — 50 pl 10 mM redukovaného GSH probiha ihned reakce, je tedy
nutné okamzité zacit s méfenim. Mé&feni kinetiky reakce probiha po dobu 5 minut

spektrofotometricky pii 340 nm.
Vyhodnoceni:

Hodnota aktivity GST je vyjadiena jako smérnice kfivky, od niZ je odectena smérnice

blanku a piepoétena dle nasledujici rovnice na nmol.min™.mg proteinti™:
smérnice kiivky. min~!

GST aktivita =
ARLVIE = 9600 x 0,6791 x (mg.mi-1 proteint) x 105

Pro vypocet je nutné znat molarni extinkéni koeficient konjugované CDNB (= 9 600

M.cm™) a vysku hladiny v jamce (=0,6791 cm).
3.6. Statistické vyhodnoceni

Stanoveni rozdilu mezi experimentadlnimi skupinami a pro stanoveni rozdilu mezi
experimentalnimi skupinami a skupinou kontrolni byla pouzita jednosmérna analyza
variance (ANOVA). Statistické vyhodnoceni bylo provedeno v programu Statistica verze
12.0 (StatSoft).
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4. VYSLEDKY
4.1. Akutni testy toxicity
4.1.1. Chovani raku

V pribéhu akutniho testu bylo sledovano chovani rakli. Nejpatrnéjsi byla klesajici
aktivita rakli se stoupajici koncentraci testované latky. Po 24 hodinidch expozice
Mospilanu 20 SP se raci od koncentrace 10 mg.I"! pievraceli na bok a postupné na zada
(obrazek ¢.13). Od koncentrace 25 mg.I" byli raci pietoceni na zada a byly patrné
kiecovité zaskuby koncetin. U vSech jedinct byly patrné rychlé pohyby Zzaber. Se

stoupajici koncentraci testované latky stoupala celkova apatie organismu.

Obrazek ¢. 13. Raci pfevracejici se na bok a na zada pti kontrole (Foto: A. Strouhova).

V prubéhu akutniho testu s Cistym acetamipridem byla, po 24 h pozorovana klesajici
aktivita jedincti od koncentrace 1 mg.l™?. Pietaeni na zdda bylo pozorovano od
koncentrace 3 mg.I™L.

Raci v akvariich s koncentraci do10 mg.I"t (Mospilan) a 1 mg.I"! (acetamiprid) byli pii

rrrrrr

Klepety), svlékani a kladeni vajicek.

4.1.2. Mortalita raka

Na zékladé akutnich testfl toxicity byla vypodtena 96hL.C50 acetamipridu 0,8 mg.I* a
Mospilanu 20 SP 2,71 mg.It. Neonikotinoidni piipravek Mospilan obsahuje 20 %

acetamipridu, na zékladé této skutecnosti, byla vypoctena také teoreticka akutni toxicita
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Mospilanu (96hLC50 = 4,0 mg.I"). Srovnani akutni toxicity acetamipridu a Mospilanu a

teoretické akutni toxicity Mospilanu je zndzornéno v grafu ¢. 2.
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Graf €. 2. Srovnani akutni toxicity acetamipridu a Mospilanu a teoretické akutni toxicity
Mospilanu.

Z grafu vyplyva, ze nejvétsi rozdil mezi toxicitou Cisté latky a piipravkem je na pocatku
expozice. Dle teoretické toxicity Mospilanu lze usuzovat, ze ptidavné latky, obsazené
Vv pfipravku Mospilan se na toxicit¢ podileji vyrazné€ji nez samotnd Uinnad latka.
Nejvyraznéji se ptidavné latky projevuji na zacatku expozice, poté se postupné teoreticka
toxicita Mospilanu i toxicita naméfend vyrovnavaji, v zavéru expozice, po 96 hodinach,

je toxicita témet srovnatelna.

4.2. Chronicky test toxicity

Béhem chronického testu toxicity nebyly pozorovany zmény v chovani, predkladané
krmivo raci vyuzivali beze zbytkll. Po vice nez 10 dnech expozice bylo u 19 jedincti (ze
vSech skupin) pozorovano kladeni vajicek, ta byla v pribéhu testu odebirdna a
likvidovana. V kontrolni skupiné byl pozorovan kanibalismus, uhynul vak pouze jeden
jedinec. Po 32 dvou dnech (2. den depurace) uhynul jedinec ze skupiny Mospilan 1 %, pii

svlékani.
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4.2.1. Biochemicky profil hemolymfy
4211 Glukéza (GLU)

Uginky chronické expozice acetamipridu a piipravku Mospilan 20 SP na hladinu GLU
V hemolymf€ raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 3.

Po 10 dnech expozice se statisticky vyznamné (P<0,01) zvySila hladina GLU
v hemolymfé jedincti vystavenych Mospilanu v koncentraci 27,1 pg.1I%, oproti kontrole.
Po 20 dnech expozice se statisticky vyznamné (P<0,01) zvysila hladina GLU
v hemolymf¢ jedinci vystavenych Mospilanu v koncentracich 2,71 a 27,1 pgl?! a
acetamipridu v koncentracich 0,8 a 8,0 pg.I™.

Po 10 dnech depurace nenastaly u testovanych jedincl zZadné statisticky vyznamné

zmény v hladin€ GLU, oproti kontrolni skupiné.
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Graf ¢. 3. Hladina GLU v hemolymfg raka mramorovaného. Hodnoty uvadéji primér £SD,
N=6. Mospilan 0,1 % = 2,71 pg.I"t, Mospilan 1 % = 27,1 pg.I"}, Acetamiprid 0,1 % = 0,8 pg.I?,
Acetamiprid 1 % = 8 ug.I™. Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou *P<0,01.

4.2.1.2. Proteiny plazmy

Utinky chronické expozice acetamipridu a p¥ipravku Mospilan 20 SP na hladinu TP
vV hemolymf€ raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 4, na hladinu ALB v grafu ¢.
5 a na hladinu GLOB v grafu ¢. 6.

Po 10 dnech expozice doslo ke statisticky vyznamnému (P<0,01) sniZeni hladiny TP,
ALB i GLOB, v hemolymf¢ jedinct exponovanych Mospilanu v koncentraci 2,71 a 27,1
ng.It oproti kontrolni skuping. Po 20 dnech expozice doslo ke statisticky vyznamnému

snizeni TP, ALB 1 GLOB, vhemolymf¢ jedinci exponovanych Mospilanu
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v koncentracich 2,71 a 27,1 ug.1*}, a acetamipridu v koncentracich 0,8 a 8,0 pg.I’%, oproti
kontrolni skuping.

Po 10 dnech depurace byla hladina TP, ALB i GLOB statisticky vyznamné (P<0,01)
niz§i v hemolymfé jedincti vystavenych Mospilanu v koncentraci 27,1 pg.l?, oproti
kontrolni skuping, v hemolymf€ jedincii z ostatnich skupin nebyly pozorovany statisticky

vyznamné zmény.
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Graf ¢. 4. Hladina TP v hemolymf¢ raka mramorovaného. Hodnoty uvadéji primeér £SD,
N=6. Mospilan 0,1 % = 2,71 pg.l-1, Mospilan 1 % = 27,1 pg.l-1, Acetamiprid 0,1 % = 0,8 pg.1-
1, Acetamiprid 1 % = 8 pg.l-1. Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou *P<0,01.

12
10
= 8
5 * * *
o * * T * T
= :
O o o o
10 DNU EXPOZICE 20 DNU EXPOZICE 10 DNU DEPURACE
m KONTROLA mMOSPILAN0,1%  EMOSPILAN 1 %

OACETAMIPRID 0,1 % O ACETAMIPRID 1 %
Graf ¢. 5. Hladina ALB v hemolymf¢ raka mramorovaného. Hodnoty uvadéji primeér +SD,

N=6. Mospilan 0,1 % = 2,71 pg.I"t, Mospilan 1 % = 27,1 pg.I"}, Acetamiprid 0,1 % = 0,8 pg.I?%,
Acetamiprid 1 % = 8 pg.I". Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou *P<0,01.
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Graf ¢. 6. Hladina GLOB v hemolymfé raka mramorovaného. Hodnoty uvadgji pramér +SD,
N=6. Mospilan 0,1 % = 2,71 pg.I"}, Mospilan 1 % = 27,1 pg.l*}, Acetamiprid 0,1 % = 0,8 pg.I*,
Acetamiprid 1 % = 8 pg.I"t. Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou *P<0,01.

4.2.1.3. Amoniak

Utinky chronické expozice acetamipridu a ptipravku Mospilan 20 SP na hladinu NH3
V hemolymf€ raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 7.

Statisticky vyznamné (P<0,01) snizeni hladiny NHz, oproti kontrolni skupiné, bylo
pozorovano po 20 dnech expozice v hemolymf€ jedincii vystavenych Mospilanu
v koncentraci 2,71 a 27,1 pg.I a acetamipridu v koncentraci 8,0 pg.1™. Stejné statisticky
vyznamné (P<0,01) sniZzeni hladiny NH3z bylo v hemolymf¢ jedinc z téchto skupin

pozorovano i po 10 dnech depurace.
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Graf ¢. 7. Hladina NHz v hemolymf€ raka mramorovaného. Hodnoty uvadéji primér £SD,
N=6. Mospilan 0,1 % = 2,71 pg.I"}, Mospilan 1 % = 27,1 pg.I*}, Acetamiprid 0,1 % = 0,8 pg.I*,
Acetamiprid 1 % = 8 pg.I"L. Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou *P<0,01.
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4.2.1.4. Cytoplazmatické a mitochondridlni enzymy
Asparat aminotransferaza (AST)

Uginky chronické expozice acetamipridu a ptipravku Mospilan 20 SP na hladinu AST
V hemolymf€ raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 8.

Po 10 dnech expozice doslo ke statisticky vyznamnému (P<0,01) zvySeni hladiny AST,
oproti kontrolni skupiné, v hemolymf¢€ jedinct vystavenych Mospilanu v koncentraci 27,1
ng.l. Po 20 dnech expozice doslo ke statisticky vyznamnému (P<0,01) zvy3eni hladiny
AST, oproti kontrolni skupiné, v hemolymf€¢ jedinci vystavenych Mospilanu
v koncentraci 27,1 pg.It a acetamipridu v koncentraci 8,0 pg.1™.

Po 10 dnech depurace nebyly pozorovany statisticky vyznamné zmény v hladiné AST,

oproti kontrolni skupiné€, v hemolymf¢€ jedinct ze zadné z testovanych skupin.
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Graf ¢. 8. Hladina AST v hemolymf¢ raka mramorovaného. Hodnoty uvadéji pramér +SD,
N=6. Mospilan 0,1 % = 2,71 pg.I"X, Mospilan 1 % = 27,1 pg.I"}, Acetamiprid 0,1 % = 0,8 pg.I?,
Acetamiprid 1 % = 8 pg.I™. Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou *P<0,01.

Alanin aminotransferaza (ALT)

Utinky chronické expozice acetamipridu a piipravku Mospilan 20 SP na hladinu ALT
V hemolym{f€ raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 9.

Po 10 dnech expozice doslo ke statisticky vyznamnému (P<0,01) zvySeni hladiny ALT,
oproti kontrolni skupiné, v hemolymf¢€ jedinct vystavenych Mospilanu v koncentraci 27,1
ng.l. Po 20 dnech expozice doslo ke statisticky vyznamnému (P<0,01) zvy3eni hladiny
ALT, oproti kontrolni skupin¢, v hemolymfé¢ jedinct vystavenych Mospilanu
v koncentracich 2,71 a 27,1 pg.I'* a acetamipridu v koncentracich 0,8 a 8,0 pg.1™.
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Po 10 dnech depurace nebyly pozorovany statisticky vyznamné zmény v hemolymf¢

jedinct ze zadné testované skupiny, oproti kontrolni skuping.
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Graf ¢. 9. Hladina ALT v hemolymfg raka mramorovaného. Hodnoty uvadéji primér £SD,
N=6. Mospilan 0,1 % = 2,71 pg.I"}, Mospilan 1 % = 27,1 pg.I*}, Acetamiprid 0,1 % = 0,8 pg.I*,
Acetamiprid 1 % = 8 pg.I"%. Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou *P<0,01.

Laktat dehydrogenaza (LDH)

Uginky chronické expozice acetamipridu a piipravku Mospilan 20 SP na hladinu LDH
V hemolymf€ raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 10.

Po 10 dnech expozice doslo ke statisticky vyznamnému (P<0,01) zvySeni hladiny
LDH, oproti kontrolni skuping, v hemolymfé jedinci vystavenych Mospilanu
v koncentracich 2,71 a27,1 pg.I't. Po 20 dnech expozice doslo ke statisticky vyznamnému
(P<0,01) zvyseni hladiny LDH, oproti kontrolni skuping, v hemolymf& jedincd
vystavenych Mospilanu v koncentracich 2,71 a 27,1 pg.I"t a acetamipridu v koncentracich
0,8a8,0 ug.l™.

Po 10 dnech depurace nebyly pozorovany statisticky vyznamné zmény v hemolymf¢

jedinct ze zadné testované skupiny, oproti kontrolni skupiné.
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Graf ¢. 10. Hladina LDH v hemolymf¢ raka mramorovaného. Hodnoty uvadéji pramér +SD,
N=6. Mospilan 0,1 % = 2,71 pg.I"t, Mospilan 1 % = 27,1 pg.l*}, Acetamiprid 0,1 % = 0,8 pg.I?,
Acetamiprid 1 % = 8 pug.I"%. Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou *P<0,01.

4.2.15. Mineraly

Vapnik (Ca?*)
Chronické expozice acetamipridu a piipravku Mospilan 20 SP nem¢la vliv na hladinu

Ca?" v hemolymf& raka mramorovaného.

Hoi¢ik (Mg?*)

Utinky chronické expozice acetamipridu a p¥ipravku Mospilan 20 SP na hladinu Mg?*
V hemolymf€ raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 11.

Po 10 dnech expozice doglo ke statisticky vyznamnému (P<0,01) sniZeni hladiny Mg?*,
oproti kontrolni skupiné, v hemolymf¢ jedinct vystavenych Mospilanu v koncentracich
2,71 a 27,1 pgl?. Po 20 dnech expozice doslo ke statisticky vyznamnému (P<0,01)
snizeni hladiny Mg?*, oproti kontrolni skuping, v hemolymfé jedincti vystavenych
Mospilanu v koncentracich 2,71 a 27,1 pg.I™ a acetamipridu v koncentracich 0,8 a 8,0
ng.l?.

Po 10 dnech depurace nebyly pozorovany statisticky vyznamné zmény v hemolymfe

jedinct ze zadné testované skupiny, oproti kontrolni skuping.

54



3
= 25 EilE T TLjrlL
g 2 ¢ . . T *
E 15 T T
2 9
0,5
0

10 DNU EXPOZICE 20 DNU EXPOZICE 10 DNU DEPURACE

m KONTROLA m MOSPILANO0,1%  mMOSPILAN 1 %
OACETAMIPRID 0,1 % O ACETAMIPRID 1 %

Graf ¢. 11. Hladina Mg?* v hemolymf& raka mramorovaného. Hodnoty uvadé&ji primér £SD,
N=6. Mospilan 0,1 % = 2,71 pg.I"t, Mospilan 1 % = 27,1 pg.I*}, Acetamiprid 0,1 % = 0,8 pg.I*%,
Acetamiprid 1 % = 8 pug.I"%. Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou *P<0,01.

Anorganicky fosfat (PHOS)

Utinky chronické expozice acetamipridu a piipravku Mospilan 20 SP na hladinu PHOS
V hemolymf€ raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 12.

Po 10 a 20 dnech expozice doslo ke statisticky vyznamnému (P<0,01) sniZeni hladiny
PHOS, oproti kontrolni skuping, v hemolymf¢ jedinci vystavenych Mospilanu
v koncentracich 2,71 a 27,1 pg.I™.

Po 10 dnech depurace bylo pozorovano statisticky vyznamné (P<0,01) snizeni hladiny

PHOS v hemolymf¢ jedincii difve exponovanych Mospilanu v koncentraci 27,1 pg.1™.
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Graf ¢. 12. Hladina PHOS v hemolym{€ raka mramorovaného. Hodnoty uvadéji primeér +SD,
N=6. Mospilan 0,1 % = 2,71 pg.I"t, Mospilan 1 % = 27,1 pg.I"}, Acetamiprid 0,1 % = 0,8 pg.I?%,
Acetamiprid 1 % = 8 pg.I"L. Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou *P<0,01.
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4.2.1.6. Laktat

Utinky chronické expozice acetamipridu a piipravku Mospilan 20 SP na hladinu
LACT v hemolymf€ raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 13.

Po 10 dnech expozice doslo ke statisticky vyznamnému (P<0,01) snizeni hladiny
LACT, oproti kontrolni skupin€, v hemolymf¢ jedinci vystavenych Mospilanu
v koncentracich 2,71 a27,1 pg.I't. Po 20 dnech expozice doslo ke statisticky vyznamnému
(P<0,01) snizeni hladiny LACT, oproti kontrolni skuping, v hemolymf¢ jedinct
vystavenych Mospilanu v koncentracich 2,71 a 27,1 pg.I'* a acetamipridu v koncentracich
0,8a8,0 pg.I™.

Po 10 dnech depurace nebyly pozorovany statisticky vyznamné zmény v hemolymfg

jedincti ze zadné testované skupiny, oproti kontrolni skupiné.
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Graf ¢. 13. Hladina LACT v hemolymf& raka mramorovaného. Hodnoty uvadéji pramér +=SD,
N=6. Mospilan 0,1 % = 2,71 pg.I"t, Mospilan 1 % = 27,1 pg.I"}, Acetamiprid 0,1 % = 0,8 pg.I?,
Acetamiprid 1 % = 8 ug.I™. Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou *P<0,01.

4.2.2. Biomarker oxidaéniho stresu
4.2.2.1. Lipidni peroxidace

Utinky chronické expozice acetamipridu a piipravku Mospilan 20 SP na hladinu LPO
v hepatopankreatu raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 14, G¢inky na hladinu
LPO v zabrech raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 15.

Statisticky vyznamné (P<0,01) snizeni hladiny LPO v hepatopankreatu bylo
pozorovano po 10 dnech expozice ve skupinach vystavené ptipravku Mospilan 20 SP
v koncentracich 2,71 a 27,1 pg.I?, oproti kontrolni skuping. Ve skupinach vystavenych

acetamipridu v koncentracich 0,8 a 8,0 pg.1™t doslo naopak ke zvyseni hladiny LPO. Doslo
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také ke statisticky vyznamnému snizeni hladiny LPO v zabrech jedincii vystavenych
Mospilanu v koncentraci 27,1 pg.It a acetamipridu v koncentracich 0,8 a 8,0 ug.1™.

Po 20 dnech expozice doslo ke statisticky vyznamnému (P<0,05) zvySeni hladiny LPO
V hepatopankreatu rakii vystavenych Mospilanu, naopak u raki vystavenych acetamipridu
doslo ke snizeni hladiny LPO. V Zabrech nedoslo ke statisticky vyznamnym zménam
Vv hladinach LPO oproti kontrolni skuping.

Po 10 dnech depurace nebyly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily v hladiné

LPO v hepatopankreatu ani zabrech raka mramorovaného.
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Graf ¢. 14. Hladina LPO v hepatopankreatu raka mramorovaného. Hodnoty uvadgji pramér
+SD, N=6. Mospilan 0,1 % = 2,71 pg.I"}, Mospilan 1 % = 27,1 pg.I*}, Acetamiprid 0,1 % = 0,8
ug. I, Acetamiprid 1 % = 8 pg.I". Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou:
*P<0,01, **P<0,05.
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Graf ¢. 15. Hladina LPO v Zabrech raka mramorovaného. Hodnoty uvadéji primér +£SD,
N=6. Mospilan 0,1 % = 2,71 pg.I"t, Mospilan 1 % = 27,1 pg.I"}, Acetamiprid 0,1 % = 0,8 pg.I?%,
Acetamiprid 1 % = 8 ug.I"%. Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou: *P<0,01.
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4.2.3. Antioxida¢ni biomarkery

4.2.3.1. Katalaza

Uginky chronické expozice acetamipridu a piipravku Mospilan 20 SP na aktivitu CAT
V hepatopankreatu raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 16, ucinky na aktivitu
CAT v zébrech raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu €. 17.

Po 10 dnech expozice nastalo statisticky vyznamné (P<0,01) snizeni aktivity CAT,
oproti kontrolni skuping, v zabrech jedinct vystavenych Mospilanu v koncentraci 27,1
pg.lt a acetamipridu v koncentracich 0,8 a 8,0 pgll. V hepatopankreatu jedincii
vystavenych Mospilanu ani acetamipridu nedoslo ke statisticky vyznamnym zméndm,
oproti kontrolni skuping¢.

Statisticky vyznamné (P<0,05) sniZeni aktivity CAT, oproti kontrolni skuping,
v hepatopankreatu jedinct vystavenych Mospilanu i acetamipridu nastalo po 20 dnech
expozice. V zabrech nedoslo ke statisticky vyznamnym zménam, oproti kontrolni
skuping.

Po 10 dnech depurace nebyly zaznamenany statisticky vyznamné zmény v aktivité

CAT v hepatopankreatu ani zadbrech raka mramorovaného.
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Graf ¢. 16. Aktivita CAT v hepatopankreatu raka mramorovaného. Hodnoty uvadéji pramér
+SD, N=6. Mospilan 0,1 % = 2,71 nug.I"}, Mospilan 1 % = 27,1 ug.I*}, Acetamiprid 0,1 % = 0,8
ug.I?, Acetamiprid 1 % = 8 pg.I". Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou **
P<0,05.
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Graf ¢. 17. Aktivita CAT v Zabrech raka mramorovaného. Hodnoty uvadéji pramér +SD,
N=6. Mospilan 0,1 % = 2,71 pg.I"t, Mospilan 1 % = 27,1 pg.l*}, Acetamiprid 0,1 % = 0,8 pg.I?,
Acetamiprid 1 % = 8 pg.l™. Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou: 10 dnt
expozice *P<0,01.

4.2.3.2.  Redukovany glutathion

Utinky chronické expozice acetamipridu a p¥ipravku Mospilan 20 SP na hladinu GSH
Vv zabrech raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 18.

V hepatopankreatu jedincti vystavenych Mospilanu a acetamipridu nedoslo ke
statisticky vyznamnym zméndm v hladiné GSH.

V zébrech jedincli vystavenych Mospilanu v koncentraci 27,1 pg.I? a acetamipridu
v koncentracich 0,8 a 8 pg.1™? doslo po 10 dnech expozice ke statisticky vyznamnému
(P<0,01) snizeni hladiny GSH, oproti kontrolni skuping.

Po 20 dnech expozice doslo v zabrech jedinct, vystavenych Mospilanu v koncentraci
2,71 pgl? a acetamipridu v koncentracich 0,8 a 8 pg.l?, ke statisticky vyznamnému
(P<0,01) snizeni hladiny GSH, oproti kontrolni skupiné.

Po 10 dnech depurace doslo u jedinci vystavenych Mospilanu v koncentraci
27,1 pg.l™ a acetamipridu v koncentracich 0,8 a 8,0 pg.I” ke statisticky vyznamnému

(P<0,01) zvyseni hladiny GSH, oproti kontrolni skupin¢.
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Graf ¢. 18. Hladina GSH v zabrech raka mramorovaného. Hodnoty uvadéji praimér £SD,
N=6. Mospilan 0,1 % = 2,71 pg.I"t, Mospilan 1 % = 27,1 pg.I*}, Acetamiprid 0,1 % = 0,8 pg.I*%,
Acetamiprid 1 % = 8 pug.I"%. Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou *P<0,01.

4.2.3.3. Glutathion S-transferdza

Utinky chronické expozice acetamipridu a piipravku Mospilan 20 SP na aktivitu GST
V hepatopankreatu raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 19, G¢inky na aktivitu
GST v zabrech raka mramorovaného jsou uvedeny v grafu ¢. 20.

Po 10 dnech expozice nedoslo ke statisticky vyznamnym zménam, oproti kontrolni
skuping, v hepatopankreatu jedincti vystavenych Mospilanu ani acetamipridu. V Zabrech
doslo ke statisticky vyznamnému (P<0,01) snizeni aktivity GST, oproti kontrolni skuping,
u jedinci vystavenych Mospilanu v koncentraci 27,1 pgl! a acetamipridu
v koncentracich 0,8 a 8,0 pg.1™.

Po 20 dnech expozice doslo ke statisticky vyznamnému (P<0,01) sniZeni aktivity GST,
oproti kontrolni skupiné, v hepatopankreatu jedinci vystavenych Mospilanu
v koncentracich 2,71 a 27,1 pg.I. U jedinch vystavenych acetamipridu v koncentracich

0,8 a 8,0 ng.I't doslo ke zvyseni aktivity GST oproti kontrolni skuping.
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Graf ¢. 19. Aktivita GST v hepatopankreatu raka mramorovaného. Hodnoty uvadéji pramér
+SD, N=6. Mospilan 0,1 % = 2,71 ug.I"}, Mospilan 1 % = 27,1 ug.I*}, Acetamiprid 0,1 % = 0,8
ng. I, Acetamiprid 1 % = 8 pg.I*. Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou

*P<0,01.
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Graf ¢. 20. Aktivita GST v zabrech.raka mramorovaného. Hodnoty uvadéji pramér +£SD,
N=6. Mospilan 0,1 % = 2,71 pg.I*}, Mospilan 1 % = 27,1 pg.I*}, Acetamiprid 0,1 % = 0,8 pg.I*,
Acetamiprid 1 % = 8 pg.I"%. Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou *P<0,01.
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5. DISKUSE

Cilem diplomové prace bylo provedeni akutniho testu toxicity s ¢istym
neonikotinoidem — acetamiprid a neonikotinoidnim pfipravkem Mospilan 20 SP,
obsahujici 20 % uc¢inné latky acetamiprid, na raku mramorovaném, zjisténi akutni toxicity
téchto latek a posouzeni rozdilu toxicity Cisté latky a pripravku. Se stejnymi latkami byl
proveden i chronicky test toxicity a bylo posouzeno ptisobeni téchto latek na biochemicky

profil hemolymfy, oxidacni stres a oxida¢ni biomarkery.

5.1. Akutni testy toxicity

Béhem experimentu byla zjisténa toxicita ptipravku Mospilan 20 SP a toxicita latky
acetamiprid. Mimo mortality byly sledovany také zmény v chovani rakt. Raci exponovani
Mospilanu v koncentracich 10 mg.1" a vysich se pievraceli na bok a na zada, klesala
jejich celkova aktivita. U rakli vystavenych Cistému acetamipridu byla pohyblivost a
obranné chovani pozorovana do koncentrace 1 mgl?. Zmény v chovani raki byly
pozorovany pfi akutnich testech toxicity s pesticidnim ptipravkem Calypso 480 SC, jehoz
Gi¢innou latkou je neonikotinoid thiacloprid, v koncentracich nad 5 mg.I! zna¢né klesala
aktivita rakd, prevraceli se na zadda a zvySovala se celkova apatie organismil (Strouhova,
2018). Sohn a kol. (2018) popisuje pokles obranného chovani rakti rusobokych (Faxonius
rusticus), vystavenych imidaclopridu v koncentraci 1 a 100 pg.I%, po 8 a 4 dnech
expozice. Barbee a Stout (2009) naopak popisuje rapidni nartst agresivniho chovani a
kanibalismu u jedinc@ vystavenych thiamethoxamu v koncentracich 500-700 pg.I™.

Obratlovci jsou diky jiné struktuie nAChRs viic¢i plisobeni neonikotinoidii odolng;jsi
(Tomizawa a Casida, 2005). U tlamouna nilského (Oreochromis niloticus) nastavaji
zmény chovani, pfi akutni expozici po dobu 96 h, aZz od koncentrace acetamipridu
140 mg.I* a vice, kdy s nariistajici koncentraci nariistd letargie a ztrata rovnovahy
testovanych jedincli. V koncentracich acetamipridu 120 mg.1"? a vice dochazi také ke
ztrat¢ ptirozeného zbarveni nékterych testovanych jedincti (Guedegba a kol., 2019). Tento
jev nebyl u rakil pozorovén a ani zadny z dalSich autori jej pfi expozici neonikotinoidiim,
nepopisuje.

Zmény v chovani organismll mohou vést ke zhorSeni schopnosti pfeZiti na stanovistich,
kde hraji dané organismy diilezitou ekologickou roli, tim dochazi k naruSeni funkce
ekosystému jako celku (Sohn a kol., 2018).

Na zakladé akutnich testl toxicity byla zjisténa 96hL.C50 acetamipridu 0,8 mg.I* a
Mospilanu 20 SP 2,71 mg.I"! a dale teoretick4 akutni toxicita Mospilanu (96hLC50 = 4,0
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mg.I"). Dle teoretické toxicity Mospilanu, zejména na pocatku expozice (48hLC50 = 34,7
mg.I"t; 48hL.C50 Mospilanu = 10,73 mg.I"1;48hLC50 acetamipridu = 6,94 mg.I"), lze
usuzovat, ze na toxicité pripravku Mospilan se podileji pridavné latky vyznamnéji nez
samotna ucinna latka acetamiprid. Strouhova (2018) uvadi 96hL.C50 piipravku Calypso
pro raka mramorovaného 96hLC50 27,3 mg.l, pro juvenilni jedince pak 96hLC50
1,6 mg.It. Uvadi také akutni toxicitu (96hLC50) pro raka ¢erveného (Procambarus
clarkii) 1,94 mg.I"* a pro raka nigivého (Cherax destructor) 7,65 mg.I". Barbee a Stout
(2009) uvadi 96hLC50 clothianidinu (59 pg.I%), dinotefuranu (2,032 mg.lI?) a
thiamethoxamu (967 pg.I™) pro juvenilni jedince raka cerveného. Toxicita rtiznych
neonikotinoidll pro riizné druhy bezobratlych se velmi lisi. Stara a kol. (2020) uvadi
toxicitu piipravku Calypso pro slavku stfedomoiskou (Mytilus galloprovincialis)
7,77 g.I'"t. Pro bfichatku Ceriodaphnia dubia je 48hLC50 acetamipridu >33,5 mg.I* (Raby
a kol., 2018), vyssi hodnoty pak uvadi pro clothianidin, dinotefuran, imidacloprid,
thiacloprid a thiamethoxam (>100,00; >87,00; 72,12; >41,50 a >80,00 mg.I).

96hLC50 acetamipridu pro tlamouna nilského je 183 mg.I"* (Guedegba a kol., 2019).
Pro danio pruhované (Danio rerio) uvadi Ding a kol. (2004) hodnotu 96hLC50
imidaclopridu 281 mg.It. Wang a kol. (2018b) hodnoti toxicitu acetamipridu pro embrya,
larvy juvenily i dospé€lce dania pruhovaného, 96hLC50 jsou 13,33; 15,52; 36,91 a
10,36 mg.I.

Akutni testy toxicity nemaji takovou vypovidaci hodnotu jako chronické testy, i tak se
ale jedna o vyznamny zptisob hodnoceni toxicity latek. Na zaklad¢ vysledkt testt toxicity
Ize fadit latky do skupin dle jejich toxicity. Vysledky je také mozno pouzit pro modelovani
dal$ich studii, vyuZivajicich akutni toxicitu jako zaklad, od kterého se odvozuji testované

koncentrace latek.

5.2. Chronicky test toxicity

B¢éhem chronického testu toxicity nebyly pozorovany ziddné zmény v chovani
testovanych jedincli. Koncentrace pouZité v chronickém testu toxicity byly uréeny na
zaklad¢é akutnich testl toxicity, jako 0,1 % a 1 % 96hLC50 Mospilanu (tedy 2,71 a
27,1 pg.I') a acetamipridu (0,8 a 8,0 pg.I'). Vliv neonikotinoidii na biochemicky profil
hemolymfy (krevni plazmy) a biomarkery oxida¢niho stresu a antioxidantl vodnich
bezobratlych uvadi pouze malo studii. Studie se Castéji zaméfuji na obratlovce — ryby,

potkany, pripadné zaby. Dostupné studie jsou Casto také nekomplexni, hodnoti vliv na
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biomarkery, avSak neuvadi hodnotu LC50. N¢které studie také pouzivaji nerealné, piilis

vysoké koncentrace.

5.2.1. Biochemicky profil hemolymfy

Biochemicky profil hemolymfy byl hodnocen ve vzorcich odebranych po 10 a 20 dnech
expozice a dale po 10 dnech depurace. Béhem expozice doslo ke zvySeni hladiny GLU
vV hemolymf€ jedincl ze vSech testovanych skupin. Raj a Joseph (2015a) ve své studii
uvadéji pokles hladiny GLU v organech tlamouna mosambického (Oreochromis
mossambicus) vystaveného acetamipridu v koncentraci 399,33 pg.1™ (1/15 96hLC50) po
dobu 28 dnt. Vyrazné snizeni GLU indikuje akutni selhani jater, jako disledek vycerpani
glykogenu, naopak zvySeni koncentrace GLU indikuje u exponovaného jedince stres
(Kolafova a Velisek, 2012).

V hemolymf€ jedincti ze vSech testovanych skupin doSlo béhem expozice ke snizeni
hladiny proteinti. SniZzend hladina proteini v hemolymf¢ byla pozorovana i po 10 dnech
depurace u jedinci vystavenych Mospilanu v koncentraci 27,1 pg.It. Raj a Joseph (2015a)
pozorovali pokles hladiny proteint pii dlouhodobé expozici (28 dntl) tilapie mosambické
acetamipridu v koncentraci 399,33 ug.1™. Pokles hladiny proteinfi miize byt zplisobeny
vyluc¢ovanim proteinti anebo narusenim syntézy proteinti v disledku poruch jater. Snizeni
hladiny proteind v krevni plazmé ropuchy skvrnité (Amietophrynus maculatus), popisuji
Loutfy a Kamel (2018), pfi expozici pesticidnim piipravkiim Actara (obsah G¢inné latky
thiamethoxamu — 25 %) a Acetamore (obsah u¢inné latky acetamiprid — 25 %)
v koncentracich 30 a 40 mg.I, po dobu 12 dnii. Pouzité koncentrace odpovidaji 1/6
koncentracich pouzivanych pro oSetteni rostlin.

V hemolymf€ raki ze vSech testovanych skupin doslo béhem expozice ke zvySeni
hladiny AST, ALT a LDH. Raj a Joseph (2015b) zaznamenali nartst hladiny LDH
V jatrech, mozku a zabrech tilapii mosambickych vystavenych acetamipridu v koncentraci
399,33 ug.lt. Narist hladiny LDH miize odraZet zvysenou rychlost premény LDH na
pyruvat a poté na GLU, jako zdroj energie. Nartst AST a LDH v krevni plazmé zivorodek
gambusie Holbrookové (Gambusia holbrooki), pii expozici ptipravku RastT 20 SP
v koncentracich 8,44 mg.1"? (1/5 96hLC50) a 21,1 mg.I"* (1/2 96hL.C50) po dobu 96 hodin,
uvadéji Demirci a Giingordii (2020). Chakroun a kol. (2016) uvadéji nartst hladiny AST,
ALT 1 LDH u potkani domacich po 60dennim podévani ptipravku Mospilan 20 SL
vdavece 21,7 mgkg?! (1/10 96hLC50). Zvyseni hladiny t&chto cytoplazmatickych a
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mitochondridlnich enzyma indikuje také poskozeni jater anebo hepatopankreatu
(Kolarova a Velisek, 2012).

Snizena hladina PHOS byla béhem expozice zaznamenéna u jedincti ze vSech skupin.
Snizena hladina PHOS byla po 10 dnech depurace pozorovana v hemolymfé jedincu
vystavenych Mospilanu v koncentraci 27,1 pg.l?. Alam a kol. (2014) uvadéji snizeni
hladiny PHOS v krevni plazmé labea avanského (Labeo rohita) po 7 dnech expozice

acetamipridu v koncentraci 10 mg.I™.

5.2.2. Biomarker oxidaéniho stresu

Jednou z nejbéznéjsich reakci vznikajicich v disledku oxidativniho stresu je lipidni
peroxidace (LPO), ta byla stanovena pomoci TBARS testu. Ke snizeni hladiny LPO doslo
po 10 dnech expozice v hepatopankreatu jedinci vystavenych Mospilanu, naopak u
jedinct vystavenych acetamipridu doslo ke zvySeni hladiny LPO. Po 20 dnech expozice
doslo ke zvyseni hladiny LPO v hepatopankreatu jedincti V obou skupinach vystavenych
Mospilanu. V zabrech bylo po 10 dnech pozorovano snizeni hladiny LPO.

Neonikotinoidy mohou vyrazné zvysit LPO. Studie akutnich neurotoxickych a
hepatotoxickych ucinkli imidaclopridu na krysy potvrzuji zvySeni obsahu MDA v jadie a
plazmé bunek, coz svéd¢i o oxidacnim poskozeni jader necilovych organisma (Duzguner
a Erdogan, 2012).

Stara a kol. (2019) uvadi snizeni hladiny LPO v hepatopankreatu raka ni¢ivého
exponovaného pesticidnimu piipravku Calypso v koncentracich 0,1; 1 a 10 mg.1"* po dobu
96 hodin. ZvySeni hladiny LPO nastalo u bleSivce potocniho, vystaveného, po dobu
24 hodin, imidaclopridu a piipravku Confidor 200 SL (u¢inna latka imidacloprid
v koncentraci 200 g.I"!) v koncentracich 102,2 a 255,6 ug.I* (Malev a kol., 2007). Loutfy
a Kamel (2018) popisuji zvySenou hladinu LPO u ropuch vystavenych piipravkiim Actara
a Acetamore Vv koncentracich 30 a 40 mg.1", po dobu 12 dnifi. Zvyseni hladiny LPO bylo
pozorovano také u potkanti, kterym byl po dobu 60 dnl podavan piipravek Mospilan
v koncentraci 10,85 mg.kg™ (1/20 96hLC50) (Chakroun a kol., 2016). K vyznamnému
zvySeni hladiny MDA v jatrech, ledvinach a vajecnicich samic potkana domaciho doslo
pii podavani imidaclopridu v davce 20 mg.kg™ (Kapoor a kol., 2010). Oralni podavani
imidaclopridu a zvySeni hladiny MDA ve varlatech potkana obecného vede také
davky 45 mg imidaclopridu na kilogram véhy testovaného organismu, tato davka je

desetkrat niz$i nez uvadéna letalni davka (Lonare a kol., 2014)
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U zizal hnojnich (Eisenia fetida) méla vliv na hladinu MDA davka 4 mg imidaclopridu
na lkg zeminy, niz§i koncentrace zvySeni MDA nezpusobily (Zhang a kol., 2014). Stejné
tak u orebice rudé (Alectoris rufa) nem¢lo podavani semen oSetfenych imidaclopridem
7adny vliv na hladinu MDA v buiikach (Lopez-Antia a kol., 2013). Naopak pfi studii vlivu
imidaclopridu na oxidacni stres u ryb bylo prokazano, ze pti koncentraci imidaclopridu
1,25 mg.I"t dochézelo k vysokému néariistu MDA a k vyznamnému poskozeni DNA dania

pruhovaného (Ge a kol., 2015).
5.2.3. Antioxidac¢ni biomarkery

Béhem expozice doslo ke snizeni aktivity CAT v hepatopankreatu i Zabrech jedinct ze
vSech testovanych skupin. Stard a kol. (2019) popisuji snizeni aktivity CAT
V hepatopankreatu raka ni¢ivého pii 96h expozici ptipravku Calypso v koncentraci
0,1 mg.ll. Snizeni aktivity CAT pfi 20denni expozici slavek stfedomotskych
neonikotinoidnimu piipravku Calypso v koncentracich 7,77 (0,1 % 96hLC50) a 77,70
(1 % 96hLC50) mg.I"! popisuji Stara a kol. (2020). Ke sniZeni aktivity CAT dochazi u
hrotnatky velké pfi expozici imidaclopridu v koncentraci 2,5 mg.I"t po dobu 21 dnti
(Jemec a kol., 2007). Naopak zvySeni aktivity CAT v téle blesivce potocniho popisuji
Malev a kol. (2007) pti expozici ptipravku Confidor, v koncentraci 511,3 pg.1™ po dobu
24 h. Zvyseni aktivity CAT nastava u bakterii Escherichia coli a Bacillus subtilis pfi
vystaveni acetamipridu v koncentracich 1000 a 10 mg.1", zplisobeny oxidaéni stres viak
trva relativné kratkou dobu a nezplisobuje dlouhodobé poskozeni (Yao a kol., 2006). U
plzi z Celedi okruzakovitych Biomphalaria straminea doslo k poklesu aktivity CAT pii
14denni expozici ptipravku Assail 70 WP, obsahujiciho 70 % acetamipridu, v koncentraci
1500 pg.1* (Cossi a kol., 2020). Ke snizeni aktivity (CAT) i v jatrech potkanii, kterym byl
po dobu 60 dni podavan ptipravek Mospilan v koncentraci 10,85 mg.kg™ (Chakroun a
kol., 2016).

Snizeni hladiny GSH bylo pozorovano v zabrech v prubéhu celé expozice u obou
testovanych latek. Po 10 dnech depurace doslo k naristu hladiny GSH v zabrech jedinct
vystavenych Mospilanu v koncentraci 27,1 pg.l? a acetamipridu v obou testovanych
koncentracich. Pokles aktivity GSH po 12 dnech expozice piipravkim Actara a
Acetamore v koncentracich 30 a 40 mg.1" popisuji Loutfy a Kamel (2018) u ropuch.
Naopak narust aktivity GSH popisuji Cossi a kol. (2020) u plzt Biomphalaria straminea

pfi 14denni expozici pripravku Assail a acetamipridu v koncentracich 150 a 1500 pg.1™.
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Ke snizeni hladiny GSH v mozku potkanti dochéazi pii koncentraci imidaclopridu
90 mg.kg? (Lonare a kol., 2014).

Snizena aktivita GST byla pozorovan v hepatopankreatu i Vv zabrech v prub&hu
expozice u obou testovanych latek. Naopak u plzi Biomphalaria straminea doslo
Kk nartstu aktivity GST pii 14denni expozici ptipravku Assail v koncentracich 150 a
1500 pg.I? a pii expozici acetamipridu v koncentraci 1500 pg.1" (Cossi a kol., 2020). U
standardniho testovaciho organismu, hrotnatky velké, dochazi k poklesu aktivity GST pfi
expozici imidaclopridu v koncentraci 2,5 mg.I"t po dobu 21 dnti (Jemec a kol., 2007).
Malev a kol. (2007) uvadi nartst aktivity GST v téle blesivce potocniho, vystaveného
piipravku Confidor, v koncentraci 511,3 pg.I po dobu 24 h. Nartst aktivity GST byl
zaznamenan 1 u zivorodek, exponovanych po dobu 24 hodin pfipravku RastT
v koncentraci 21,1 mg.I" (Demirci a Giingérdii, 2020). Stejné tak dochazi ke zvyseni
aktivity GST v jatrech gambusie komaii (Gambusia affinis) pii expozici piipravku Actara
v koncentraci 1040 mg.I (48hLC5 = 84,7 mg.I™) p¥i 14denni expozici (Cheghib a kol.,
2020).ZvySeni a snizeni aktivity GST v riznych koncentracich acetamipridu bylo
pozorovano u vcely medonosné. Pfi ordlnim podéani 0,01 mg acetamipridu dochézelo,
béhem 24 hodin, ke zvySeni aktivity GST, ke snizeni dochéazelo pii podavani davek
0,04 mg a vyssich. V ptfipadé ordlniho podavani dinotefuranu dochazelo ke snizeni
aktivity GST jiz pti davce 0,01 mg. 24hLC50 pro v¢elu medonosnou je 1,69 pg oralné
podaného acetamipridu a 0,6 ng dinotefuranu (Badawy a kol., 2015). Stoupajici aktivitu
GST zaznamenali také Drobne a kol. (2008) pifi podavani 5 pg imidaclopridu stince
obecné (Porcellio scaber) pti zvySeni davky na 10 a 50 pg doslo opét k poklesu aktivity
GST.

Aktivita biomarkerti oxida¢niho stresu se lisi nejen v zavislosti na druhu testovaného
organismu, ale také v zavislosti na druhu a mnoZstvi pouZité neonikotinoidni latky.
Provedené studie ukazuji, Ze antioxida¢ni enzymy velmi dobfe reaguji na plsobeni
neonikotinoidi a jsou proto dobrymi biomarkery pro hodnoceni toxického efektu
neonikotinoidl (Livingstone, 2003; Wang a kol., 2018a).

Zmény v hladinach biomarkerit biochemického profilu hemolymfy, biomarkeru
odpovidajicich 1/2; 1/5 (Demirci a Giingordii, 2020); 1/6 (Loutfy a Kamel, 2018); 1/10
(Chakroun a kol. 2016) anebo 1/15 (Raj a Joseph, 2015a) LC50 ¢i koncentrace bézné
pouzivané pro oSetieni rostlin. V této studii byly pozorovany zmény jiZ pii koncentracich

odpovidajicich 1/100 LC50 piipravku Mospilan i acetamipridu.
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Z této 1 dalSich uvedenych studii ¢asto vyplyva, ze pesticidni ptipravek je casto

vvvvv

ucinna latka. Vzhledem k této skute¢nosti je vhodné hodnotit soucasné vliv piipravku i
ucinné latky soucasné, jako bylo provedeno v této praci. Vyssi toxicita ptipravk je ¢asto

zpusobena piidatnymi latkami, které pfipravek, mimo ucinné latky, obsahuje.
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6. ZAVER

V této praci bylo posuzovano pusobeni neonikotinoidu — acetamipridu a
neonikotinoidniho pfipravku Mospilan 20 SP, jehoz je acetamiprid ucinnou latkou.
K posouzeni vlivu téchto latek byl pouzit akutni a chronicky test toxicity. Pomoci
akutniho testu toxicity byla zjiSténa akutni toxicita téchto latek a byl posouzen rozdil
toxicity Cisté latky a pfipravku. Dale byl proveden chronicky test toxicity a bylo
posouzeno pusobeni téchto latek na biochemicky profil hemolymfy, oxida¢ni stres a
antioxidacni biomarkery.

Pomoci akutnich testl toxicity byla zjisténa akutni toxicita acetamipridu (96hLC50 =
0,8 mg.IY) a Mospilanu 20 SP (96hLC50 = 2,71 mg.I"}). Na zakladé informace, Ze
pripravek Mospilan obsahuje 20 % ucinné latky acetamiprid, byla vypoctena teoreticka
akutni toxicita Mospilanu (96hLC50 = 4,0 mg.1™), Ize usuzovat, e na toxicité piipravku
Mospilan se vyznamné podileji pridavné latky, zfejmé benzosulfonové kyseliny mono-
C10-13-alkylderivatu sodné soli. Béhem akutnich testl toxicity byly pozorovany také
zmény v chovani testovanych jedincli, zejména zpomalovani pohybii, otaceni na zada,
apatie organismu a thyny.

Chronické testy toxicity, modelované na zaklad¢ vysledkt akutnich testl, prokazaly
vliv neonikotinoidniho piipravku a ¢isté latky na biochemické biomarkery, oxidacni stres
1 antioxida¢ni biomarkery. Jedna se zejména o zvySeni hladiny GLU, AST, ALT a LDH,
snizeni hladiny TP, PHOS a GSH, snizeni aktivity CAT a GST a o zmény V hladin¢ LPO.

Tato studie prokazuje negativni vliv neonikotinoidil i neonikotinoidnich pesticidnich
ptipravkll na necilové vodni organismy. Zmény v chovani organismi, pifipadné jejich

vyhubeni vede ke zménam ve funkénosti celych ekosystémil.
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Graf ¢. 20. Aktivita GST v zabrech raka mramorovaného.

Piiloha ¢. 1. Graf vyvoje spotieby jednotlivych druhti neonikotinoidii v Ceské republice mezi lety
1999 a 2016 (v kg, 1.

Ptiloha €. 2 Spotieba acetamipridu dle jednotlivych plodin (v kg, ).

Ptiloha ¢. 3 Vyvoj spotieby acetamipridu dle jednotlivych plodin v letech 1997 — 2016.
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10. PRILOHY

Piiloha ¢. 1. Graf vyvoje spotieby jednotlivych druhti neonikotinoidii v Ceské republice mezi lety 1995 a 2016 (v kg, 1) (CHMU, 2020).
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Ptiloha ¢. 2. Spotteba acetamipriduv v Ce§ké republice dle jednotlivych plodin (v kg, 1)
(CHMU, 2020).
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Piiloha ¢&. 3. Vyvoj spotieby acetamipridu v Ceské republice dle jednotlivych plodin v letech 1997-2016 (CHMU, 2020).
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11. ABSTRAKT

Akutni a chronické pusobeni neonikotinoidovych latek na vodni organismy

Jednou z nejnovéjsich tiid pesticidnich latek jsou neonikotinoidy, syntetické latky
odvozené od ptirodniho alkaloidu — nikotinu. Neonikotinoidy jsou selektivni vaci
nikotinovym acetylcholinovym receptorim (nAChRs) bezobratlych, vzhledem k této
skutecnosti jsou hojn¢ vyuzivany pro oSetfovani zeméd¢€lskych kultur po celém svéte.

Cilem této studie bylo zhodnoceni akutni toxicity neonikotinoidni latky acetamiprid a
neonikotinoidniho pfipravku Mospilan 20 SP, ktery obsahuje 20 % acetamipridu, pro
vodni organismy a dale zhodnoceni chronického piisobeni na biochemicky profil
hemolymfy, biomarker oxida¢niho stresu a antioxida¢ni biomarkery. Jako modelovy
organismus byl pouzit rak mramorovany (Procambarus virginalis).

Akutni toxicita (96hLC50) cistého neonikotinoidu acetamipridu pro raka
mramorovaného je 0,8 mg.I}, piipravku Mospilan pak 2,71 mg.l. Na z4kladé udaji o
obsahu uc¢inné latky acetamiprid v pfipravku Mospilan byla vypoctena také teoreticka
toxicita Mospilanu (96hLC50 = 4,0 mg.I™}). Na toxicit& ptipravku se ziejmé podileji vice
ptidavné latky nez samotnd Gc¢inna latka.

Acetamiprid i Mospilan ptisobi na zmény hladinach biomarkerti biochemického profilu
hemolymfy, biomarkeru oxida¢niho stresu 1 antioxidacnich biomarkerl, jiz pfi
koncentracich, které odpovidaji 0,1 % a 1 % 96hLC50. Jedna se zejména o zvySeni hladiny
GLU, AST, ALT a LDH, snizeni hladiny TP, PHOS a GSH, sniZeni aktivity CAT a GST

a o zmény v hlading LPO.

Klic¢ova slova: insekticidy, acetamiprid, testy toxicity, oxida¢ni stres, hemolymfa.
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12. ABSTRACT
Acute and Chronic Effects of Neonicotinoid Substances to Aquatic Organisms

Neonicotinoids, synthetic substances derived from the natural alkaloid nicotine, are one
of the newest class of pesticides. Neonicotinoids are selective for invertebrate nicotinic
acetylcholine receptors (nAChRs) and are widely used to treat crops around the word.

The aim of this study was to evaluate acute and chronic toxicity of neonicotinoid
substance acetamiprid and neonicotinoid product Mospilan 20 SP, which contains 20 %
of acetamiprid, to aquatic organisms. Chronic effects to the biochemical profile of
haemolymph, oxidative stress biomarker and antioxidant biomarkers have been evaluated
too. Marbled crayfish (Procambarus virginalis) was used as a model organism to provide
the toxicity.

The acute toxicity (96hLC50) of the pure neonicotinoid substance acetamiprid to
marbled crayfish is 0.8 mg.I", of Mospilan it is 2.71 mg.IX. The theoretical acute toxicity
of Mospilan is 4.0 mg.I"%. It was calculated based on the acute toxicity of pure acetamiprid
as the active substance of Mospilan. Additives in the preparation probably contributes its
toxicity more than the active substance itself.

Acetamiprid and Mospilan impact on changes in the levels of biomarkers of the
biochemical profile of haemolymph, biomarker of oxidative stress and antioxidant
biomarkers. Changes in the levels of biomarkers are already manifested at concentrations
corresponding to 0,1 % and 1 % of 96hLC50. These changes include increases in GLU,
AST, ALT and LDH levels, decreases in CAT and GST activity and changes in LPO level.

Key words: insecticide, acetamiprid, toxicity tests, oxidative stress, haemolymph.
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