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VLIV PESTICIDU NA BAZI TRIAZIN U NA RYBY

yratislav MALY, 2Josef VELISEK
Lihoseska univerzita, Zdravotrsocialni fakultageské Budjovice
2Jihoseska univerzita, Vyzkumny Gstav rysky a hydrobiologicky, Voitany

Souhrn

Vliv pesticidu na bazi triazih(Sencor 70 WG —dnné latka metribuzin) byl posuzovan stanovenim bio
chemického a hematologického profilu krve pokusmnyichJako modelovy organismus byl pouZzit kapr nfpec
(Cyprinus carpio L). Ped vlastnim stanovenim vlivu pesticidu metribunauiochemicky a hematologicky
profil krve byl proveden testjipnémz byla stanovena akutni toxicita a‘&ma hodnota 96hL{. Tyto testy
byly prova@ny na plidku kapra obecného. Po stanoveni 96kLsyly této koncentraci vystavenyedsku-
piny pokusnych ryb (1-2 roky starych) a jedna kainfrskupina, jeZ nebyla pesticidem owviva. Pi testu
bylo postupovano podle metodiky OE€CD203. U kapra obecného po 96hodinové expozicincémtraci
250,2 mg:t Sencoru 70 WG doslo k vyznamnému snizeni (p ¥ €&ovych bilkovin, triglycerilj laktat-
dehydrogenaz, anorganického fosfatu, koncentraosobbinu, hematokritu, Adniho objemu erytrocytu,
leukocyti a vyznamnému zvySeni (p < 0,01) glukézy, amomiai@pniku.

Kli éova slova Metribuzin; Triaziny; Pesticidy; Kapr obecny; Bluemie; Hematologie.

Effect of Triazine Based Pesticide on Fish

Summary

Effect of triazine based pesticide (Sencor 70 W&gtive substance metribuzine) was assessed via bio-
chemical and hematological blood profile determioatof experimental fish. We used a common carp
(Cyprinus carpio L.) as an experimental fish. Befoating the influence of metribuzine on biocheinza
hematological blood profile we accomplished a pnéliary test to determine a concentration range after
that a basic acute toxicity test to determine 96QMalue. Samples of common carp fingerlings werel use
for performing the tests. After 96htfZletermination two groups of experimental fish (ade2 years) were
under this concentration and one control group withthe substance. The test was processed according
to the OECD methodology No. 203. In common carh,@osure to 250.2 mg.bf Sencor 70 WG caused
a significant decrease (p < 0.01) of total plasnmatein, triglycerides, lactate dehydrogenase, irang phos-
phate, haemoglobin concentration, haematocrit, megthrocyte volume, leukocyte and significant éase
(p < 0.01) of glucose, ammonia and calcium.

Key words: Metribuzine; Triazines; Pesticides; Common carwcBemistry; Haematology.

Uvod Brazilie byly triaziny pitomny v 72 % odebranych
vzorkil, a to jak ve studnach s pitnou vodoie-p
Od Sedesatych let 20. stoleti byly pesticidy na hradach i zavlaZzovacich nadrzich. Koncentrace na-
bazi triazinu, zejména atrazin, simazin a propazin, lezenych pesticitlse pohybuji wadech mikrograin
iroce vyuzivany jako selektivni herbicid. Byly po- na litr (4). Toto plati i praeskou republiku, v za-
uzivany v Evrop i Severni Americe, kde v roce 1993 tizenych lokalitach se podle daeského hydrome-
odhadované mnoZstvi pouzitého atrazinu dosahova- teorologického Ustavu a Vyzkumného Ustavu fyba
lo 35 000 tun (14). V USA byl v devadesatych le- ského a hydrobiologického ve Vitahech pohybuje

tech 20. stoleti atrazin nejpouZi¥@im herbici- koncentrace metribuzinu ve wod rozmezi 0,023
dem. V disledku toho jsou triaziny stale nachazeny az 0,05g.I" a 0,018 aZ 0,02dg.I™.
v relativrg vysokych koncentracich v povrchovych Metribuzin je selektivni herbicid z rodiny triazi-

vodach na mnoha mistech Evropy i Severni a Jizni nt, ktery inhibuje fotosyntézu citlivych rostlinnych
Ameriky (14). Dlouhodobé expozice triazinovymi druhi. Je k dispozici jako kapalny roztok, ve ¥od
herbicidy jsou spojovany se zvySenym rizikem ra- rozpustné granuld jako suché fipravky k rozptylu
koviny vaje&nika a rakoviny prsu (14). Triaziny a  (1). Je to bila krystalick& latka, s charakterigtio
jejich rezidua jsou néasgji nachazenymi pestici-  zapachem siry. Chemicky nazev je 4-amino-6-terc-
dy v povrchovych vodach. V oblastiatiozapadni -butyl-3-(methylsulfanyl)-1,2,4-tria-zin-5(4H)-one.
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Obr. 1: Metribuzin

NejrozstergjSim triazinovym herbicidem byl od
Sedesétych let 20. stoleti atrazin, ktery vSak vyka
zujetadu nezadoucichiinku a jeho pouZivani by-
lo v roce 2005 u nas zakazano. Mezi lety 1966 az
1981 bylo v USA zaznamenano 68pgadi otrav
atrazinem u exponovanych pracovinépo rozsahlé
dermdlni expozici bylo zaznamenéano jedno amrti.
Atrazin je velmi perzistentni v prasdi diky své
rezistenci k abiotické hydrolyze a&imé fotolyze
ve vodnim progedi. Je mir#é toxicky pro vodni
Zivocichy a jeho 96hLg pro pstruha duhového je
5,3 mg.l'(22).

Naproti tomu metribuzin (obr. 1) je jen mérn
toxicky pii poZiti (LDs, 2000 mg.kg pro potkany) a
prakticky netoxicky dermath(LDs, 20 000 mg.kg
pro kralika (7). Je migntoxicky pro ryby a jeho
96hLG; &ini 64—76 mg:t(9).

Cilem préace bylo posouditiiky a toxicitu pes-
ticidu Sencor 70 WG na bazi triagis &innou lat-
kou metribuzin na kapra obecnéf@yprinuscarpio
L.). Vliv metribuzinu na kapra obecného byl posu-
zovan pomoci hematologického a biochemického
profilu krve.

Metodika

Experimentalni materiél
Kapr obecny (Cyprinus carpio L.)

Ryby pouzité ke stanoveni k£za 96 hodin
Sencoru 70 WG byly homogenni a dobrého zdra-
votniho stavu. Rmérna hmotnost ryb byla 21,9 g,
pramérné celkovéa délkata 123 mm.

Ke stanoveni biochemického a hematologického
profilu krevni plazmy kapra obecného byly pouZzity
ryby o ptimérné hmotnosti 480,67 g atmérné
celkoveé délkydla 307 mm.

Testy akutni toxicity

Ryby byly vystaveny po dobu 96 hodifiznym
koncentracim pesticidu Sencor 70 WG roz§nst
ho ve standardnpripravenéredici vod, sowasré
byly ryby z&azené do kontrolni skupiny nasazeny

dotedici vody bez testované latky.

V prabéhu testu byl kontrolovan stav a chovani
ryb a odlovovani uhynuli jedinci. Yasovém useku
24, 48, 72 a 96 hodin byly zaznamenany celkové
poéty uhynulych ryb, teplota, pH, procentické na-
syceni vody kyslikem v jednotlivych koncentracich
a v kontrolnim akvariu. Zéthto hodnot byla sta-
novena sedni letalni koncentrace £V ¢asovém
Useku 96 hodin (96hLg) (18).

Testy akutni toxicity se skladaji zqulkEzného
a zakladniho testu. Cileniigall&Zného testu je ziskat
orienta&ni hodnotu 96hL¢;. Hodnoty koncentraci
v jednotlivych akvariich jsou proto v SirSim rétp
nez i zakladnim testu.

8 T probit
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534 538 542 546 5.5 5.66

Obr. 2: Test akutni toxicity Sencoru 70 WG u kaglvacného za
96 hodin (gt

Biochemické testy a stanoveni hematologického
profilu krve

Pro stanoveni biochemického a hematologického
profilu krve kapra obecného pdigobeni pesticidu
na bazi triazid Sencor 70 WG byly ryby vystaveny
96hodinovému fisobeni 96hL ¢, (250,2 mg.H).

Test byl proveden ve 3 akvariich (1 kontrolni a
2 pokusna) o objemu 400 fitrDo testu bylo nasa-
zeno 20 kus kontrolnich ryb a 40 kuisryb pokus-
nych. Druhé pokusné akvéarium slouzi jako opako-
vani pokusu.

Na z&atku testu a ve 24hodinovych intervalech
byla mefena teplota, pH a koncentrace rozpnét
ho kysliku. Po 24hodinovych intervalech byly ryby
pieloveny docerst\ pripravenych a vytemperova-
nych roztok testované latky. V fibéhu testu byla
sledovana a zaznamendvana mortalita a chovani ryb.
Po 96 hodinach byl proveden adlkrve pro stano-
veni biochemického a hematologického profilu krve
u 15 kus kontrolnich a 15 kuspokusnych ryb. Po
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ukonteni testu byla zgfena délkada (od tlamy
ke kaenu ocasu) a hmotnost pouzitych ryb v testu.

Vysledky

Vysledky test akutni toxicity

Vysledky test akutni toxicity byly zpracovany
probitovou analyzou v programu Ekotox 5.1.

Pro kapra obecného byla hodnota 96k €ta-
novena na hodn®t250,2 mgt Sencoru 70 WG
s 95% intervalem spolehlivosti (-19,5; +18,1).

Vysledky testu stanoveni biochemického a hema-
tologického profilu krve kapra obecného

Ukazatele v krevni plazébyly stanoveny bio-
chemickym analyzatorem krve typu VETTEST 8008
od firmy Medisoft International LTD. Data byla zpra
covana v programu ANOVA, tzv. Tuckey test.

Biochemicky profil experimentalni skupiny kaépr
obecnych vystavenych na 96 h akutnindisqbeni
pesticidniho fipravku Sencor 70 WG (250,2 mb).|
ukézal signifikantni sniZzeni (p < 0,01) celkovydh b
kovin (TP), triglyceridi (TRIG), laktatdehydroge-
nazy (LDH), kalcia (C&), anorganického fosfatu
(PHOS) a signifikantni zvySeni (p < 0,01) koncen-
trace glukézy (GLU) a amoniaku (NHv krevni
plazn® oproti kontrolni skupi&.

Statisticky vyznamné rozdily nebyly zazname-
nany u aspartataminotransferazy (AST), alaninami-
notransferazy (ALT), alkalického fosfatu (ALP) a
kreatin kinazy (CK).

Tabulka 1

Vliv pesticidu Sencor 70 WG na biochemické ukazatel
krevni plazmy u kapra obecného

Ukazatel Kontrola Experiment
x+SD(n=15) | x£SD (n=15)
TP (g.1Y) 42,13 +453 34,07 + 5,08
TRIG (mmol.rt) 0,52 + 0,08 0,28 + 0,18
GLU (mmol.r) 4,87 +0,7F 23,99 + 5,59
NH3 (umol.1) 292,20 +109,18 | 462,33 +85,58
AST (ukat.lb) 2,11 +1,02 1,51 + 0,51
ALT (pkat.r%) 0,47 +0,13 0,40 + 0,09
LDH (pkat.r) 6,14 + 1,20 4,37 +1,38
ALP (pkat.I) 0,20 + 0,05 0,22 +0,06"
CK (pkat.rb 14,35+ 0,72 13,94 + 0,58
PHOS (mmol:f 1,94 + 0,33 1,01 +0,24
c&* (mmol.It 2,26 + 0,04 2,40 £ 0,18

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

Tabulka 2

Vliv pesticidu Sencor 70 WG na hematologické ukazate
krevni plazmy u kapra obecného

Ukazatel Kontrola Experiment
x+SD(n=15) | x+SD (n=15)
Er (T.IY 1,78 + 0,36 1,64 + 0,31
Hb (g.I) 84,29 + 14,78 70,81 + 18,36
PCV (1.1 0,33+0,04 0,27 +0,03
MCV (fl) 189,52 + 30,48 | 165,63 + 25,76
MCH (pg) 48,34 +8,8F 43,92 +1258
MCHC (g.%) 255,94 +27,1% | 269,34 +67,12
Leuko (G.1Y 104,01 +33,88 | 33,60 +18,20

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

V hematologickém profilu u experimentalni sku-
piny kapfi obecnych, ktera byla vystavena akutni-
mu pisobeni pesticidnihorfpravku Sencor 70 WG
doslo k signifikantnimu sniZeni (p < 0,01) hemato-
kritové hodnoty (PCV), koncentrace hemoglobinu
(Hb), stedniho objemu erytrocytu (MCV) a ¢ta
leukocyti (Leuko) oproti kontrolni skupih

U ostatnich sledovanych ukazétel paet erytro-
cyta (Er), hemoglobin erytrocytu (MCH) aietni
barevna koncentrace (MCHC) nebyly zaznamenany
statisticky vyznamné rozdily.

Diskuse

Kapr obecny — 96hLG,

Vysledky se povaZzuji za platné, jsou-li spia
nésledujici kritéria:

— koncentrace rozpudtého kysliku v testovanych
roztocich a v kontrolednem celého testu nepo-
klesla pod 60 % nasyceni,

— koncentrace testované latkghem testu ne-
klesla pod 80 % nominalni koncentrace,

- mortalita kontrolnich ryb nepkrctila 10 %.

Tyto podminky byly dodrzeny, a iheme tak
povaZovat test za validni. Na zakdagjisttné hod-
noty 96hLG, (250.2 mg.!) mize byt pipravek

Sencor 70 WG zazen do skupiny latek, které mo-

hou zmisobit dlouhodobé néjznivé efekty ve vod-

nim prostedi. Rizikova ¥ta R53 stanovuje hodno-
tu 96hLG, > 100 mg. (zakong. 356/2003 Sb.).

Hodnota 96hLG, pro gipravek Sencor 70 WG —

250,2 mg je po gepaiteni 175,14 mgi metri-

buzinu. Hodnoty zji&#né Ehem naSeho testu jsou

v rozporu s skterymi jinymi autory, kt& stanovo-
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vali toxicitu pro jiné druhy ryb. Rozdil je #apoben
tim, Ze kapr obecny neni tak citlivy jako lososévit
druhy ryb, nafiklad pstruh duhovy.

Hematologicky profil krve kapra obecného
Hematologicky a biochemicky profil krvetrbe
poskytnout dleZité informace o vnihim prostedi
organismu (8). Hlavni hematologick& odezva u ka-
pra obecného nafipravky na zaklagl metribuzinu
se projevila signifikantnim sniZzenim hematokritu
(p < 0,01), hodnota leukokritu (p < 0,01)¢pblym-
focyti (p < 0,01), hodnoty koncentrace hemoglo-
binu (p < 0,05) a #dni objem erytrocyt SniZeni
hematokritové hodnoty a koncentrace hemoglobinu
kapra obecného e byt vys¥tlena kompenzmi
odpovdi na zrénu podminek, i nichZ je zhorSen
prenos kysliku, a také ukazuje naény vodo-krevni
bariéry u vyngny plyni v Zabernich liscich (6). He-
matologické vysledky indikuji snizeni nespecifické
imunity. Podobné zegmy v hodnotach hematokritu,
lymfocyti, pastu monocyl a segmentovanych neu-
trofilnich granulocyt byly zjiS€ny i dalSimi autory
(19) u kapra po akutni intoxikaci atrazinem. V ma3e
testu doslo k signifikanthimu snizeni (p < 0,01)
hematokritové hodnoty, koncentrace hemoglobinu,
stredniho objemu erytroayta p@tu leukocyi.. Také
Vachunkova (2007) popisuje signifikantni snizeni
(p < 0,01) hematokritové hodnoty a¢pw leukocy-
th po expozici kapra obecnéhdigravku na béazi
triazinu Gardoprim plus Gold 500 SC v koncentraci
96hLGCsu13 mg.I™.

Biochemicky profil krve kapra obecného

Hlavni biochemicka odp@d’ kapra obecného na
akutni intoxikaci pipravky na zaklagmetribuzinu
bylo signifikantni sniZeni a&i kontrolni skupig
(p < 0,01) celkovych bilkovin, triacylglycekgllak-
tatdehydrogenazy, kalcia a anorganického fosfatu.
ZvySena koncentrace amoniaku indikuje neschop-
nost organismuigmenit toxicky amoniak na men
Skodlivé latky (16). Zvy3eni koncentrace glukézy
v krvi predstavuje odpa@d’ exponovaného organis-
mu na metabolicky stres. V{i&hu pokusu dosSlo
k petinasobnému néstu koncentrace glukézy opro-
ti fyziologickym hodnotam pro kapra, které uvadi
Svobodova (1986). SniZeni laktatdehydrogenazy in-
dikuje metabolické zemy. Glykogenovy katabolis-
mus a glukdza jsou ukazateli stresu u ryb (15)o Tat
zjisténi jsou v dobré shadse zjis¢nim Mekkawy
a spol. (1996), kié pozorovali signifikantni nést
(p < 0,05) glukdzy a signifikantni pokles (p < 0,05

celkovych bilkovin u okounovce nilskéh®1eo-
chromis niloticusya suméka zlatéhqChrysichthys
auratus)po akutni expozici atrazinu v koncentraci
3 mg.I". Davies a spol. (1994) pozorovali pokles
celkovych bilkovin u pstruha duhovéf©ncorhyn-
chus mykisspo akutni expozici atrazinu v koncen-
traci 50pg.I". Prasad and Reddy (1994) pozorovali
po expozici atrazinu u tlamouna mosambickéFie
lapia mossambica)okles kalcia v plaztn V naSem
testu doslo k signifikantnimu snizZeni (p < 0,01} ce
kovych bilkovin, triglycerid, laktatdehydrogenazy,
kalcia, anorganického fosfatu a signifikantnimu-zvy
Seni (p < 0,01) koncentrace glukézy a amoniaku
v krevni plazmi. Vachunkova (2007) popisuje sig-
nifikantni sniZzeni (p < 0,01) anorganického fosfatu
triglyceridi, kalcia a statisticky vyznamné zvySeni
(p < 0,01) glukdézy a amoniaku po expozici kapra
obecného fipravku na bazi triazinu Gardoprim plus
Gold 500 SC v koncentraci 96hE£13 mg.rls ob-
sahem terbutylazinu a S-metolachloru. Dale uvadi
statisticky vyznamné zvySeni (p < 0,01) alaninami-
notransferazy, aspartataminotransferazy, kreatinki-
nazy a celkovych bilkovin, které jsme naopak my
v testu nepozorovali.

Chovani ryb v priibéhu testu

Zmeény v chovéani ryb poisobeni pipravku na
Ryby ztraceji koordinaci pohyb objevuiji se trhavé
pohyby, vyjezdy k hladih a grevraceni na bok.
Nasleduje velmi dlouha faze utlumu, zpomaluji se
dychaci pohyby dkli, ryba lezi na boku a hyne.
Neumann (1990) popisuje projevy intoxikace jako
poruchy motility, projevy deprese, dyspnoe, tonicko
-klonické Kece. Podobnéifznaky popisuiji i akut-
ni otrav atrazinem i Hussein a spol. (1996) u okou-
novce nilského a sukiia zlatého a Saglio a Trijasee
(1998) u karase i§biitého (Carassius auratus)

Pitva ryb

Po skokeni testu stanoveni biochemického a he-
matologického profilu byla provedena pitva ryb a
bylo zjis&no zwtSeni ¥ni dutiny a transudat i
dutiré. Lze gredpokladat, Ze ke zvySeni Uniku pro-
teind doSlo v disledku poSkozeni ledvinovych tubu-
larnich epitelidlnich butk. Nasledkem toho byla dia-
gnostikovana hypoproteinémie (ze 48,40 + 4,96 g.|
na 24,40 + 9,73 g%) v krevni plazm, jeZ zmsobi-
la vznik vypotku v &ni dutiné. Svobodové a spol.
(1987) popisuji vznik transudatu u pstruha duhového
po akutni intoxikaci atrazinem (batilps. IV, obr. 2).
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Zavér

V rédmci této prace byla akutnimi testy toxicity
uréena 96hLG, po expozici pesticidnihokfpravku
na bazi triaziht Sencor 70 WG se 70% obsahem me-
tribuzinu pro kapra obecného v koncentraci 250,2
mg.I*. Zarazenim pipravku do tzv. R &, pro kapra
obecného R53-latky, které mohou vyvolat dlouho-
dobé nefiznivé &inky ve vodnim prosedi, napl-
nila tato prace sy cil, kterym bylo posouzeni to-
xického vlivu gipravku Sencor 70 WG na ryby.
Vliv tohoto péipravku byl posuzovan pomoci sta-
noveni biochemického a hematologického profilu.
Tyto vysledky mohou byt pouZity pro v§bopti-
malnich pesticidl k ochrag kulturnich plodin, a mo-
hou tak pomoci ke sniZzeni kontaminace Zivotniho
prostedi a vstupu rezidui do potravnileizce.

Pokusy byly provéghy v akvaristické mistnosti,
toxikologické laborath, laboratdi biochemie a ich-
tyopathologie na odtkeni vodni toxikologie a ne-
moci ryb ve Vyzkumném Ustavu ryls&ém a hydro-
biologickém Jiheeskeé univerzity ve Vaghnech.
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