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1. Financovani, certifikace, prohlaseni, podékovani

Financovani:

Tato certifikovani metodika je vysledkem projetu TA CR T A
¢. TH03030178 s nazvem ,,Nové metody hodnoceni rizik pripravkit na

ochranu rostlin vici necilovym piadnim organismiim: Hodnoceni rizik C R
rv r o e v ’ . . . - v W , , Technologicka
zatiZeni pidniho prostiedi xenobiotiky na diverzitu“ reSeného v obdobi ggo:gumg »
eske republiky
2018-2021.
Certifikace:

Metodice bylo udéleno osvédéeni Ustiredniho kontrolniho a zku$ebniho iistavu
zemédélského (UKZUZ) UKZUZ 157505/2022.

O uplatnéni metodiky je uzaviena smlouva mezi ucastniky projektu a Agenturou ochrany
pFirody a krajiny Ceské republiky (AOPK CR) TH03030178/NmetNMap, podle ustanoveni
§ 1746 odst. 2 zakona ¢. 89/2012 Sb., obéanského zakoniku.

Oponentni posudky vypracovali: Mgr. Hana Kubatova-HirSova, Ph.D., a Doc. Mgr. Martin
Slachta, Ph.D.

ProhléSeni:
Predkladatel metodiky prohlasuje, ze zpracovand metodika nezasahuje do prav jinych osob

Z prumyslového nebo jiného dusevniho vlastnictvi.

Podékovani:

Autorsky tym dékuje recenzentim metodiky za podnétné a cenné piipominky. Autofi dékuji
alumni studentim Alzbété Mikulové, Katefiné Bartové a Jay Darryl Ermiovi za technickou

pomaoc.
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2. Nazev a anotace Cesky

Nazev: Metodika pro hodnoceni vliva subletialnich davek pesticidi na pudni Zivo¢ichy

s vyuzitim OMICs piistupu — model Folsomia candida

Anotace: Pudni zivocichové jsou v prostiedi vystaveni plsobeni fad¢ cizorodych latek. Za
na ochranu rostlin (POR). Pfed uvedenim na trh prochézeji POR dikladnym hodnocenim, jehoz
cilem je minimalizovat negativni vlivy na prostfedi a necilové organismy. Hodnoceni v Evropské
unii (EU) vychazi z natfizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1107/2009. Podstatnou soucast
hodnoceni pfedstavuje vylouceni markantniho vlivu na relevantni organismy, které by mohly byt
pouzivanim POR zasazeny. Dle nafizeni Evropské komise (EK) ¢. 546/2011 ma pii posuzovani
velmi podstatny vyznam toxicita pro nejcitlivéjsi relevantni testovany organismus. Je nutno brat
vV tvahu, ze kazdy zivo€ich ma jinou genetickou vybavu a muize tedy reagovat na rizné latky
odlisnym zplsobem. V poslednich letech ziskalo na vyznamu hodnoceni chronického vlivu na
necilové organismy. Navic je na vzestupu kromé tradicnich metod zalozenych vétSinou na
biotestech vyuzivani modernich vysokokapacitnich technologii, které umoznuji sledovani mnoha
markert v jedné analyze. Tato metodika obsahuje inovativni aspekty pro biologické experimenty
S pidnimi zivocichy. Metodika navic poc€ita s vyuZzitim vysokokapacitnich OMICs technologii pro
identifikaci ptipadného mechanismu ucinku. Jako klicovy modelovy druh byl vybran chvostoskok
Folsomia candida, ktery je bézné vyuzivan jako model pii posuzovani ekotoxikologickych rizik.
Metodika je s jistymi modifikacemi aplikovatelna i na jiné druhy chvostoskokti a dal$i padni
»bezobratlé“. Potencialni uplatnéni metodiky je V oblastech statni spravy, v soukromych
laboratofich 1 ve vyzkumné ¢innosti pii hodnoceni environmentalnich rizik pesticidii na ptidni
prostiedi. Metodicky postup muze potvrdit nebo vyloucit environmentalni rizika pfi registraci

novych piipravkl nebo reevaluaci stavajicich POR.
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3. Nazev a anotace anglicky

Title: Methodology for assessing the effect of sublethal doses of pesticides on soil animals
employing the OMICs approach — model Folsomia candida

Soil animals are exposed to array of foreign substances in the environment. Pesticides are
considered to be the most important group of hazardous substances, especially from the group of
plant protection products (PPPs). Prior to placing on the market, PPPs undergo a thorough
evaluation to minimize negative effects on the environment and non-target organisms. The
evaluation in the European Union (EU) is based on Regulation (EC) No. 1107/2009 of the
European Parliament and of the Council. An essential part of the evaluation is the elimination of
significant effects on relevant organisms that could be affected by PPPs. According to EC
Regulation No. 546/2011, toxicity to the most sensitive relevant test organism is very important in
the assessment. It must be considered that each animal has a different genetic make-up and can
therefore response to different substances differently. In recent years, the evaluation of chronic
effects on non-target organisms has gained in importance. In addition to conventional methods
based mostly on bioassays, the use of state-of-the-art high-throughput technologies, which allow
the monitoring of many markers in a single analysis, is on the rise. This methodology contains
innovative aspects for biological experiments with soil animals. In addition, the methodology
envisages the use of high-throughput OMICs technologies to identify a possible mechanism of
action. Folsomia candida, which is commonly used as a model in ecotoxicological risk assessment,
was selected as a key model species. With some modifications, the methodology is also applicable
to other species of springtails and different soil invertebrates. The potential application of the
methodology is in the areas of state administration, in private laboratories and research for the
environmental risk assessment of pesticides in the soil. The methodological procedure can confirm
or exclude environmental risks when registering new products or re-evaluating currently used
PPPs.
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4. Uvod

Pidni zivoCichové tvoii nezastupitelnou a pocetnou soucast ekosystému po celém svete.
Druhy ptdnich Zivoéichi jsou dulezité samy o sob¢, ale interaguji také se svym okolim. Spravna
funkce pudniho ekosystému je dana spravnou rovnovahou mezi riznymi organismy a aktualnim
stavem prostiedi. Krom¢e raznych zivoc¢ichli najdeme v ptdé riizné archea, bakterie, houby, protista
a ,.bezobratlé* zivocichy. Jedna se o zivocCichy ruzné velikosti od mikrofauny pfes mezofaunu az
po makrofaunu. NaruSeni normalni existence jakéhokoliv organismu patiiciho do skladanky
ptdniho ekosystému mize vést k systémovému kolapsu, ktery se projevi jeho Spatnou funkcnosti.
Ovlivnéni mize byt ptes celou plejadu cizorodych latek, které vznikaji ¢innosti clovéka. Nejcastéji
jsou sklonovany pesticidy, jejichz hlavni skupina piipravky na ochranu rostlin (POR) je pouZivana
profesionalnimi zemédé€lci i zahradkaii. Nez se kazdy POR dostane na trh, prochazi v zemich
Evropské unie (EU) a tedy i v Cesku velmi diikladnym hodnocenim, které je dano legislativou a
ma zaru€it minimalni negativni vliv na relevantni necilové organismy a prostfedi. Pod pojmem
,relevantni necilové organismy* si mizeme piedstavit vSechny organismy, se kterymi se POR a

jeho jednotlivé komponenty mohou po aplikaci setkat a ovlivnit je.

Pudni zivodichové byvaji pro ucinky pesticidi zejména v o€ich vefejnosti upozadéni.
V soucasné dob¢ si miizeme v§imnout nejmarkantnéjsiho rozdilu zejména ve srovnani s opylovaci,
pii¢emz nejéastéji zduraznované jsou véely medonosné. Je tomu tak nejen v ocich vetejnosti, ale i
ve védecké komunite, o cemz sved¢i intenzita vyzkumu a publikovanych praci. Ptic¢ina tohoto stavu
je vcelku prosta. Ackoliv je fada ptdnich zivocichii okem viditelnych, ¢asto unikaji pozornosti pro
jejich utajeny zivot pod povrchem pidy. Legislativa EU vSak na pudni organismy nezapomina a
pfisuzuje v principu stejnou dilezitost v§em zivo¢ichim. Dle nafizeni EK ¢. 546/2011 [1], kterym
se provadi nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢.1107/2009 [2], se totiz bere pii
hodnoceni v uvahu pfedevSim toxicita pro nejcitlivgj§i relevantni testovany organismus. Pfi
hodnoceni je potfeba brat v Gvahu také aktualni védecké poznatky a pokroky v analytickych
metodach. V této souvislosti lze zvyraznit v poslednich letech narGstajici vyznam
vysokokapacitnich OMICs technologii, které se etablovaly ve védecké sféfe. Tyto metody totiz
mohou poskytnout dulezita data obsahujici porovnani i tisici markerd v jedné analyze. Takové
komplexni vysledky mohou 1épe potvrdit nebo i vyvratit obavy z rizik pesticidi vici necilovym

organismim.
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Zvlastni uplatnéni OMICs piistupu je pii studiu mechanismu vlivu pesticidu na organismus
a zejména pro situace, kdy se jedna o subletalni efekt. Biotesty s organismy vSak maji také svou
dilezitost a védecké pokroky pouzitelné pro hodnoceni na zaklad¢ biotestt jsou dulezité obdobné,
jako je tomu u analytickych metod. Spojeni preciznich biotesti s nejmodernéjsimi védeckymi
metodami muze poskytnout kli¢ova data pro spravné hodnoceni rizik pesticidi na prostiedi.
Takovy komplexni pfistup je v souladu s natizenimi EU ¢. 283/2013 (dtive: 544/2011) [3] a
284/2013 (dfive: 545/2011) [4], kterymi se provadi natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
¢. 1107/2009 [2], pokud jde o pozadavky na udaje o G¢innych latkach a POR. Za zasadni lze pro
tuto metodiku z téchto nafizeni povazovat, Ze pro ucinné latky respektive POR je ,tfeba uvést
vSechny potencidln€ nepiiznivé ucinky zjisténé pti zédkladnich ekotoxikologickych zkoumanich a
provést a uvést doplitkové studie, které mohou byt nezbytné pro zkoumani mechanismu téchto
ucinktll a pro posouzeni vyznamnosti téchto €¢inka*. Doplitkové studie mohou piedstavovat napf.
opakovani experimentt, sledovani vlivu expozice pfi jiné davce a ¢asu nebo také zminéné studium
vlivu pesticidu na organismus na molekularni Grovni nékterou z OMICs metod nebo dokonce jejich

kombinaci.

5. Cil metodiky

Cilem této metodiky je poskytnout nové postupy vyuzitelné pro hodnoceni rizik pesticid na
necilové organismy. Zaméteni je na hodnoceni chronického plisobeni pesticidii na pidni Zivocichy
V jejich pfirozeném plidnim prostiedi a se zohlednénim redlného pouZivani pesticidii. Cilem bylo
vyvinout nové postupy pro hodnoceni rizik pesticidii na modelu chvostoskoka Folsomia candida,
ale s moZznym vyuzitim téchto postupti i pro jiné ptudni zivo€ichy. Cilem metodiky je poskytnout
novy zpusob pro provedeni opakovatelnych biotestil a jejich doplnéni 0 OMICs pfistup, ktery je

vyuzitelny pro odhaleni nebo prokézani mechanismu piisobeni pesticidu.

6. Vyznam Folsomia candida a jeho pozice v hodnoceni rizik pesticida

Folsomia candida je zastupcem pocetného fadu Clenovci chvostoskoci (lat. Collembola).

Chvostoskoci patii k nejpocetnéjsim pudnim Zivoéichim. Dosud bylo popséano piiblizné 9300
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druhti chvostoskokt z celého svéta [5]. Jsou to vétsSinou drobni Zivoéichové, piicemz F. candida je
v dospélosti velky 1,5 az 3 mm [6]. Nejcastéji je nalezneme v pidé nebo na povrchu puidy,
V humusu ¢i opadu a také na vodni hlading. Preferuji vlhké prostiedi. VétSinou se zivi pozlstatky
listl, ptidnimi houbami a plisnémi. Ptispivaji k fragmentaci mrtvého organického materialu a tim
stimuluji cyklus Zivin a degradaci dal§imi mikroorganismy [5, 7]. Dekompozi¢ni aktivita padnich
zivocichu jako je F. candida je vyznamné zavisla na funk¢nich interakcich s ptidnimi i stfevnimi
mikroby [8]. Tento druh chvostoskoka je navic partenogeneticky a za diivod vyhradniho vyskytu
samicek V jeho populacich je povazovana symbioticka intracelularni bakterie Wolbachia, ktera je
neodd¢litelnou soucasti vSech jedinci tohoto druhu [9]. Wolbachia tedy ovlivituje zasadnim
zpusobem biologii, fyziologii i chovani tohoto chvostoskoka. Z hlediska hodnoceni rizik pesticida
lze pfisuzovat zna¢ny vyznam nejen celkovému mikrobiomu chvostoskoka F. candida, ale také

Vv potencialnimu vlivu skrze jeho symbiotickou intracelularni bakterii Wolbachia [8].

Folsomia candida je standardnim modelovym laboratornim organismem jiz vice nez
padesat let. Je povazovan za necilovy organismus, ktery je citlivy na znecisténi prostiedi. Také
z tohoto dtivodu je ¢astym modelem pro hodnoceni rizik znec¢isténi prostiedi, které zahrnuje také
pesticidy [10, 11]. Nelze opomenout, Ze tento druh chvostoskoka je vyuzivan v ekotoxikologickych
testech dle ISO norem [10]. Konkrétné se jednd o normu evropskou/Seskou EN/CSN ISO
11267:2014 [12] a odpovidajici test OECD ¢. 232 [13]. Podstatou zkousky je sledovani ucinkii na
reprodukci 9 az 12 dnt starych chvostoskoki F. candida, ktefi jsou vystaveni vlivu zkouSené piady
V porovndni s UCinky v kontrolni pid¢. V testu jsou nastaveny urcité podminky a rozsahy.
Primérna teplota by méla byt 20 £ 1 °C a teplotni rozsah 20 + 2 °C. Je pouzivana fotoperioda 16
hodin svétlo a 8 hodin tma. Norma obsahuje také dalSi parametry jako slozeni umélé pudy.
Mortalita jedinct a jejich reprodukce je sledovana po 28 dnech. Piida miiZze byt riizného charakteru
a z ruznych lokalit [12, 13].

V soucasnych ISO metodikach se dle dostupnych informaci nepocitd s hodnocenim
zalozeném na OMICs pfistupu, ktery mimo jiné zahrnuje tato metodika. NaSe metodika s touto
moznosti pocita a obsahuje také odliSnosti pro biologické experimenty a odliSny je také celkovy

design.



-
o »

%

Tomas Erban a kol. — Subletalni vliv pesticidii na pidni Zivocichy

7. Vlastni popis metodiky

Vlastni metodika je zaloZena na inovativnim piistupu, jehoz aplikaci v praxi je mozné ziskat
podklady pro hodnoceni realistickych rizik POR a jejich slozek, které mohou byt aktivni v pidnim
prostiedi. Ziskéani takovych dat je nezbytné pro prokazani nebo vyvraceni negativnich U¢inkt
pesticidnich latek nebo ptipravkli na necilové pidni zivoCichy. Pfi vyvoji metodiky jsme se
zamé&fovali na soulad s nafizenimi, ktera se vztahuji k registracim pesticidd, tj. natizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 1107/2009 [2] a souvisejicich nafizeni Komise (EU) ¢. 283/2013 [3],
284/2013 [4] a 546/2011 [1], kterymi se toto nafizeni o uvadéni POR na trh provadi. Zamé&feni bylo
na optimalizace experimentalniho uspofadani biotestu pro hodnoceni rizika aplikaci pesticidi tak,
aby odpovidaly redlnym davkdm na zemédélskou pudu. Duraz byl kladen také na snadnost
provedeni experimentil a jejich opakovatelnost v ¢ase. Také bylo potieba synchronizovat odebrani
reprezentativniho biologického materidlu pro studium mechanismu piipadného negativniho u¢inku

latky, ptipravku nebo dokonce tank-mixu.

Nize uvedeny standardni metodicky postup miize byt dle potieby modifikovan. Zmény se
mohou tykat zejména modelového druhu. Muze byt pouzit jiny kmen F. candida, jiny druh
chvostoskoka nebo i jiny pudni zivoéich. Kritickym faktorem, ktery mtize ovlivnit zde uvedené
standardni provedeni, je testovana ucinnd latka nebo piipravek. Pii ndvrhu biologického
experimentu je nutno brat v ivahu zejména doporucenou aplikaci POR a z ni odvozenou relevantni
pfitomnost uéinné latky v experimentu. Na druhou stranu je mozné provedeni experimentu
uspotadat pro dose-response design, ve kterém by bylo provedeno testovani vice koncentraci

v fedici fadé najednou.

7.1.  Vybér pesticidu pro hodnoceni

Pii vybéru vhodné ucinné latky nebo POR pro hodnoceni rizik muzeme vychazet
z aktualnich potieb odpoveédnych organd a celospolecenského vyznamu. Kazda ucinna latka a
konkrétni formulace — POR musi v ¢lenskych zemich EU projit schvalovacim procesem v souladu

s nafizenim Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1107/2009 [2]. Nafizeni bere v ivahu také dobu
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platnosti povoleni. Navic musi byt umoznén pfezkum, na zakladé kterého mize ¢lensky stat nebo
EU po posouzeni povoleni odejmout, zménit nebo rozhodnout o neobnoveni registrace. Prave pii
pfezkumu mohou byt brany v potaz zejména nové poznatky, které mohou byt zalozeny na novych

metodach a moznostech ve vyzkumu.

Z minulosti vime, Ze n€které i dlouhodobé velmi popularni latky a POR se najednou staly
obavanymi pro jejich suspektni negativni vliv na necilové organismy. Asi nejvyrazngjsim
piipadem poslednich let je kauza ,,neonikotinoidy*. POR obsahujici jako u¢innou latku néktery
z neonikotinoida se v druhém desetileti 21. stoleti staly pfedmétem fady vyzkumd, jejichz vysledky
byly pouzity k piehodnoceni a naslednému zakazu vétsiny z nich v zemich EU. Pivodné bylo v EU
povoleno pét neonikotinoidu, ale v soucasnosti je povolen jiz pouze acetamiprid, ktery ma platnou
registraci az do 28. unora 2033 [14].

Piisny piistup k regulaci pesticidii v EU viak nema obdobu mimo EU. Rada pesticidi
zakazanych v EU je tedy mimo EU dale pouzivana. To se tyka také v EU zakdzanych
neonikotinoidd, které byly a stale jsou globalné velmi diskutovanou skupinou pesticidi. Vyznamné
je obecné zjisténi, ze Spojené staty (USA) jsou ve srovnani Se staty EU, ale dokonce i jinymi staty
ve svéte, pozadu v zakazovani skodlivych pesticidii [15]. Ve Spojenych statech totiz probihaji,
podobné jako v EU, pecliva hodnoceni rizik pesticidli, kterd maji chrénit nejen spotiebitele, ale

také necilové organismy a ekosystémy.

Pokud je tedy néktery z pesticidu zakazany v EU, neznamena to, ze bychom jej méli
kategoricky vyloucit z evaluaci ekotoxicity. Nékteré zakazané pesticidy jsou totiz jinak globalné
pouzivané mimo EU, a navic je v nékterych piipadech umoznéno pouzivani v ¢lenskych zemich
v ramci vyjimek anebo jejich zékaz neni uplny a ma charakter urcitych omezeni z divodu rizik pro
konkrétni prostfedi. Navic nelze kategoricky vyloucit, Ze zakédzané pesticidy mohou byt znovu
povoleny, a to vzhledem k novym poznatktim. Jakkoli neni tato moznost piili§ pravdépodobna, je
spravné o ni také uvazovat. Na misté je také zminit, Ze kazdy zakazany pesticid je potieba nahradit
jinym. Je nutno také zvazovat pro a proti, ktera pfinesl zakaz konkrétnich pesticidi. Zakaz
nékterych vysoce ucinnych pesticidi totiz s sebou piinasi zmény v péstovani nékterych plodin a
potiebu zmény integrované ochrany. Ve své podstaté muzou alternativni ochrany k zakazanym
pesticidiim vést k vy$Simu zatiZzeni prostiedi z dlivodu pouzivani méné ucinnych pesticidii ve

vétsich mnozstvich [16-18]. Z uvedenych divodu je potieba vzdy velmi peclivé zvazit povoleni,
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ale i zakazy pesticidi. Navic nejsou povoleni ani zakazy konkrétnich pesticidu z legislativniho
hlediska principialné trvalé. Ke spravnym legislativnim rozhodnutim maji napomahat detailni

analyzy rizik zalozené nejen na biotestech, ale navic pokud mozno s ovétenim mechanismu G¢inku.

7.2. Material pro experimenty
7.2.1. ZkuSebni organismus

e Zakladnim zkuSebnim organismem je chvostoskok Folsomia candida Willem, 1902.
Chvostoskoky chovame v plastovych nadobach na cerném dievéném uhli, které je spafené a
vymyté varici vodou. Jako potrava se pouziji suSené pekaiské kvasnice, které se piidavaji tydné po
Spetkach nebo dle potieby. Chovy jsou umistény v klimaboxech s nucenou cirkulaci, bez piistupu
svétla, ptfi konstantni teploté 18 °C (presnost +£0,2 °C, homogenita £0,8 °C) a kazdy tyden jsou
kontrolovany.

Pozn. V provedeni metodiky vyuzivame oproti EN/CSN ISO 11267:2014 [12] a testu OECD ¢&. 232 [13] nizsi

teploty a chvostoskoky drzime v temnu. Chvostoskokiim se totiz dafi 1épe Vtemnu a pii niz8i teploté.

Prosvétlovani relativné slabé vrstvy testované zeminy nedava z praktického hlediska smysl. Chvostoskoci svétlo

navic nevyhledéavaji a jsou pln¢ ptizplsobeni zivotu v temnu. Proto jsou nase podminky pro chov a pak i pro
experimenty z praktického hlediska vhodnéjsi.

Pozn. Muze byt pouzit i jiny modelovy zivocich. Muze se jednat o jiny druh chvostoskoka, ale i o jiného pudniho
zivocicha, jehoz rozméry a biologie umoziiuji provedeni expozice v obdobnych podminkach. Pokud by se jednalo
o endemicky druh, mohly by byt teplotni podminky odvozeny od konkrétniho prostredi.

ey

e V/ testech pro hodnoceni rizik pesticidu se pouziji jedinci z chovu jednoho kmenu pro zachovani
stejné genetické vybavy pii posuzovani.
Pozn. Pokud by byly pouzity rizné kmeny téhoz druhu v riznych opakovanich experimentu, mohlo by dochazet
k odchylkam vlivem fenotypovych rozdill, které by odpovidaly adaptacim ziskanym z konkrétniho prostedi

s danymi specifiky. Tyto rozdily mohou byt vyuzity pro ptipad, kdyZ by bylo zamérem zkoumat, zda existuje vliv
kmenu na expozici stejnym latkam a prostredi.

e Pouzijeme dospélé jedince. V ptipadé F. candida jsou dospélci velici pfiblizné v rozmezi 1,5 az
3 mm. Nejvétsi a zaroven nejstars$i dospelce nepouzivame. VZdy vybirame stejné velké jedince do
maximalni velikosti 2 mm.
Pozn. Ve srovnani s OECD ¢. 232 [13] se v testu pouziji dospélci, na jejichz ptezivani je zaméten. Postup
zjednodusuje experimentalni provedeni. Z chovu Ize prakticky kdykoliv vybirat pro zalozeni pokusu dostatecny

pocet stejnych jedinct najednou. Je vS§ak mozné vybirat konkrétni instary nebo jedince urcitého stari (od vylihnuti
z vaji¢ka). V tom piipadé je potieba synchronizovat chov od vajicek — viz EN/CSN ISO 11267:2014 [12].

-9-
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7.2.2. Puda

e \/zorek standardni experimentalni pidy je volen tak, aby neobsahoval cizorodé latky, které by
mohly ovliviiovat experiment. Volime takovou ptidu, na které alesponl pét let neprobihala
zemé&délska Cinnost s vyuzitim POR a pro kterou je zaruka, ze nebyla v minulosti kontaminovana
jinymi polutanty.

Pozn. Pokud bychom porovnavali vliv zeminy kontaminované POR na F. candida nebo jiny ptidni organismus,
odebereme zeminu z piislusné lokality a pti porovnavani vyuzijeme kontrolni zeminu bez obsahu pesticid.

e \/zorek zeminy je vhodné ové&fit na obsah pesticidu a pfipadnych relevantnich metabolitd pomoci

multiresidualni analyzy na pesticidy.

e Pudu katrujeme, tj. prosivame pies velké kovové sito (obr. S1). Doporuceni je katrovat padu

nékolikrat. V prvnim kroku miizeme pouzit sito s vétsimi oky a pak piejit na mensi.
e Pldu umistime do velkoobjemového kontejneru a nechame ptirozené vyschnout.

e V suché pud¢ se provede hodnoceni kvality (zejména: pH H20; pH KCI; uhli¢itany; sorpcni
vlastnosti a vyménné kationty; Cox — obsah humusu; Ntot — celkovy obsah dusiku; stanoveni
ptistupnych zivin: Ca, Mg, K, P, Cu, Fe, Mn, Zn; zrnitost pudy), ¢imz ziskame informace o

charakteristikach pudy.

Pozn. Charakteristiku pady je dulezité archivovat pro interpretaci vysledki a jejich budouci srovnani. Pokud ta
sama nebo i jind laboratof pouzije pudu s vyrazné odlisnymi charakteristikami a ptipadné z jiné lokality, je
mnozné, ze vysledky budou signifikantné odlisné.

7.2.3. Experimentalni nadoby, stojany a klimaboxy
e Experimenty se zakladaji ve sklenénych kadinkéach o objemu 100 ml.

e Kadinky jsou umistény do experimentalniho stojanu (obr. S2). Ten slouzi jednak jako stojan pii
zakladani experimentu, ale také pomaha pfii celkové organizaci experimentu. Pouziti stojanu
usnadiiuje orientaci ve vzorcich, eliminuje rozsypani pii manipulaci. Stojan je konstruovan tak,
aby byly experimentéalni nadoby (kadinky) od sebe s dostatenym odstupem, aby byla zajiSténa

plynula cirkulace vzduchu, kterd udrzuje teplotu.
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e Kadinky, ve kterych je zemina a experimentalni zivo¢ichové, jsou piikryty alobalem, aby bylo

eliminovano odparovani a kiizova kontaminace (obr. S3).

e Pro kultivaci se pouziji klimaboxy s nucenou cirkulaci a s precizné¢ mikroprocesorem fizenou
kontrolou teploty (obr. S4). Klimabox by mél byt dostatecné velky, aby se do né&j vesel cely
experiment zalozeny v kadinkach umisténych ve stojanech. Pouzijeme klimabox s ptesnosti fizeni
vnitini teploty alespon £0,2 °C a homogenitou +0,8 °C. Dtilezitou souc¢asti klimaboxu je také alarm,
ktery upozorni (a zaznamend) na neocekavané vykyvy teplot, které by mohly ovlivnit vysledky

experimentu.

vvvvvv

vhodné.

7.3. Provedeni experimentu

Provedeni experimentu se fidi obecnym principem, ktery je uveden nize a je piehledné
znazornén na obr. 1 (viz kapitolu 7.4). Experiment je mozné dle potieby a cile zkousky

modifikovat, at’ uz se jedna o druh/kmen Zivoc¢icha nebo podminky.

7.3.1. Navrh expozice testovanému POR a ucinné latce

e Pied navrhem designu experimentu posoudime relevantnost testovaného pesticidu a modelového

ptudniho organismu.

e Pokud se nejednd o zcela novy pesticid (dosud neregistrovany), provedeme resersi, pii které se
zaméfime na existenci publikaci, v nichz byla hodnocena rizika relevantnich POR a v ném

obsazenych uc¢innych latek na necilové organismy.
Pozn. Neomezujeme se pouze na pidni ,,bezobratlé“ zivocichy, i kdyZ je metodika zaméfena praveé na né.
e Zjistime informace o konkrétnim POR a ucinné latce.

Pozn. Pokud se zaméfujeme na konkrétni ti€innou latku, provétime vice POR, ve kterych je nebo byla pouzivana.
Je potieba pocitat s moznosti, Ze existuje vice POR se stejnou tcinnou latkou, pficemz doporuc¢ené davkovani je

obvykle odlisné. Pii pouziti riznych POR tak muze dochazet k riizné expozici danou ucinnou latkou.
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e Na zaklad¢ doporué¢eného davkovani POR (uvedeno na etiketé a v ptibalovém letaku) odvodime
maximalni realistickou davku POR resp. ucinné latky na plochu experimentalni nadoby, ktery
odpovida vnitinimu priméru kadinky (viz kapitolu 7.2.3). Pii kalkulaci maximalni expozi¢ni
davky pocitame s piipadem, ze by byla provedena aplikace POR piimo na zeminu. V experimentu
pak pouzijeme pro davkovani tuto hodnotu a piipadné nizsi hodnoty, zejména pokud vyuzijeme

fedici fady.

7.3.2. Aplikace POR nebo ucinné latky do pudy

s

e Pied aplikaci POR nebo G¢inné latky do pudy ovéfime zbytkovou vihkost modelové piady. Do
flakon odvazime v opakovanich pudu, kterou pak lyofilizujeme. Rozdil hmotnosti pfed a po

lyofilizaci indikuje zbytkovou vlhkost, kterou zahrneme do kalkulaci.

Pozn. Sucha piida miva zbytkovou vlhkost obvykle v fadu jednotek procent. I tato korekce je diilezita pro presnost

a eliminaci odchylek.

e Podle navrzeného experimentalniho designu ozna¢ime kadinky a také alobal, kterym budou

kadinky ptikryty.
e Kadinky umistime do stojanu.

e Do kadinek navazime ptesné kalkulovanou suchou pidu se zahrnutim korekce zbytkové

vlhkosti stanovené lyofilizaci.
Pozn. Kdybychom pouzili lyofilizovanou pidu, nebyla by potfeba zapocitat korekci zbytkové vlhkosti.
e Piipravime zasobni roztok pesticidu. Pii ptipravé pouzijeme deionizovanou (nano) vodu.

e Zasobni roztok pesticidu nafedime tak, abychom po aplikaci do pudy docilili pifesné 50%

(ptipadné jiné zvolené) vlhkosti.

e Do pudy aplikujeme objem piesné kalkulovaného vodného roztoku s pesticidem. V kontrolnich

expozicich aplikujeme pouze deionizovanou (nano) vodu opét na koneénou vlhkost 50 %.

Pozn. Pii piipravé roztoku aplikovaného do ptidy se pokud mozno vyhneme pouziti organickych rozpoustédel.
Pokud pracujeme s u¢innou latkou, volime piednostné analytické standardy v pevném stavu. Ovéfime rozpustnost

latky ve vodé, zejména vzhledem k objemu zasobniho roztoku pro planovany experiment. Latku rozpoustime za
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kontinualniho michani v temnu. Doporuceni je rozpoustét za stalého mirného michani pfes noc, den pted aplikaci

do pudy.

e Kadinky s pfipravenou ptdou pro experimenty s zivo¢ichy umistime do klimaboxu. Experiment

zahajime 0 24 h pozdé&ji ptidanim zivocicht do kadinek.

7.3.3. Zacatek expozice — umisténi Zivo€ichi do kadinek
e Na navlhéenou ptidu v kadinkach umistime dospélé chvostoskoky stejné velikosti.

e Chvostoskoky vybirame StéteCkem. Vybirdni chvostoskoki si usnadnime pfemisténim vétsiho

poctu z chovu na vodni hladinu se studenou vodou (4 °C).

® Do kazdé kadinky umistime 10 jedincii. Typicky zakladame 10 opakovani pro kazdou variantu,
nejmén¢ 8.
e Kadinky ptekryjeme pfipravenym vystfizkem oznaceného alobalu a zalozeny experiment ve

stojanu umistime do klimaboxu.

e Pribéh experimentu kontrolujeme vizualné alespon 1x tydné. Pfi kontrole na kratkou dobu

odklopime alobal, ¢imz se kadinky zaroven provzdusni.

7.3.4. Ukon¢eni experimentu
e Experiment standardné ukoncujeme po 28 dnech od jeho zahajeni.

Pozn. ProtoZe provadime pravidelnou kontrolu pribéhu experimentu, mizeme vysledovat, Ze dochazi ke zvysené
mortalité jiz dfive, nez po 28 dnech. Na zaklad¢ prubézného sledovani se tedy mizeme rozhodnout ukonéit pokus
diive, napft. po 14 dnech.

e Po cCtyfech tydnech (28 dnech) od vloZeni chvostoskoki do zkuSebni a kontrolni ptidy uréime
pocet pritomnych prezivsich jedinct. Do kadinky se ptida voda, ¢imz dojde k vyplaveni jedincti na
hladinu. Experimentalni kadinku mizeme umistit do vétsi kadinky nebo jiné nadoby a pak
chvostoskoky vyplavime a pocitame je na hladin€. Zaznamename pocet piezivSich dospélych

chvostoskokil. Sledujeme ptipadny vyskyt novych jedinct (juvenilil) a pozorovani zaznamename.
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7.3.5. Opakovani experimentu pro priukaz opakovatelnosti

e Experiment opakujeme Vv nezavislych opakovanich a ve stejném experimentalnim designu
alespon tfikrat. Opakovanimi v ¢ase ziskame informace o opakovatelnosti zkousky a také vliv
ro¢niho obdobi na vysledek.

Pozn. Dle naSich zjisténi se pfezivani chvostoskokt pfi zachovani stejnych podminek a davek lisi v prabehu roku,

pti¢emz ze statistického hlediska jsou proporce mortality viéi kontrolam odpovidajici [19, 20].

7.3.6. Statistické vyhodnoceni biotestu

e Vysledek vyhodnotime statisticky. Jako zakladni parametr pro signifikantni vysledky volime

hladinu vyznamnosti a = 0,05 (p < 0,05).

e Pii statistickém vyhodnoceni porovnavame rtizné expozi¢ni varianty oproti kontrole a mezi

sebou pomoci analyzy rozptylu (ANOVA).

e Pro komplexné&jsi statistické vyhodnoceni dat pouzijeme bayesianskou metodu [21-24]
relativni pravdépodobnosti. Pfi hodnoceni zvaZzujeme nejen rizné testované expozicni varianty,

ale také faktor Casu, protoze experiment opakujeme alespon tiikrat v Case.

7.3.7. Zatazeni OMICs analyzy do hodnoceni rizik

e Na zéklad¢ vysledki biotestll se rozhodneme pro zafazeni studia mechanismu vlivu dané

expozice na necilového Zivodicha.

e OMICs pristup aplikujeme v piipadech, ve kterych je k tomu padny dtvod. Pokud by byla
mortalita jedinct po 28denni expozici velikd (napt. vétsi nez 30—50 %), ma vétsi smysl provést
studium mechanismu po kratSim expozi¢nim Case, napt. 14 dni, kdy nemusi byt jesté patrny

signifikantni rozdil expozicnich dadvek oproti kontrole.

e Pro OMICs analyzu pouzijeme jedince sbirané pii ukonCovani experimentu Z kadinek. MiZeme

pouzit jedince F. candida piimo z biologickych testi. Piipadné na zakladé vysledki biotestt
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provedeme experiment znovu se zamérem piipravy biologického materialu pro analyzy. Zaroven
vSak ziskame dalsi vysledky z opakovani biotestu. Vzorky chvostoskokli sbirame po jejich
vyplaveni na vodni hladinu a tyto jedince pfeneseme na hladinu ¢isté vody, ¢imz se oplachnou.
Poté je zamrazime na suchém ledu a do pouziti material skladujeme v hluboko mrazicim boxu pii
—80 °C.

Pozn. Pti sbéru vzorkl eliminujeme fluktuace teplot mimo experimentalni teplotu. ,,Oplachovaci* voda je tedy

temperovana na experimentalni teplotu, ktera byla nastavena v klimaboxech.

e Experimentalni design mizeme pro OMICs analyzy modifikovat a provést expozici F. candida
také na vod¢. V tomto ptipad¢ provedeme kratsi, napi. tfidenni expozici, pficemz davku pesticidu

kalkulujeme na koncentraci vody.

Pozn. Pti sbéru vzorkl eliminujeme fluktuace teplot mimo experimentalni teplotu. ,,Oplachovaci* voda je tedy

temperovana na experimentalni teplotu, ktera byla nastavena v klimaboxech.
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Schématické znazornéni metodického postupu

Obrazek 1. Zjednodusené schematické znazornéni metodického postupu.

Aktualni vyznam z hlediska
rizika a pouzivani

Vybér pesticidu Riziko pro pudu a pidni ,bezobratlé”
POR + 4. I. (toxicita, zpUsob pouZiti)
|
ZkuSebni Folsomia candida
organismus ze standardizovaného chovu

Jiny kmen nebo druh
chvostoskoka / jiny ,bezobratly”

experimentu

>+28 (14) dni

Experimentalni Standardni pada alespon Ovéfeni na Hodnoceni
puda 5 let bez zatizeni obsah pesticidl kvality pudy
I
Kalkulace Realisticka Doporucené Prepocet na plochu pldy
davkovani expozice davkovani v experimentu a vihkost
|
Aplikace POR nebo pesticid Kalkulovano na
pesticidu ve vodném roztoku pozadovanou vihkost pudy
L /24 hod
Zahajeni Dospéli chvostoskoci

stejné velikosti

experimentu
v Gase (> 3x)

Ukon¢&eni Vyplaveni vodou na
experimentu hladinu a pocitani
|
Statistické ANOVA
vyhodnoceni BAYESianska
| statistika
Opakovani /
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| OMICs analyza |

|

Identifikace
markerU/biochemickych
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8. Priklady provedeni metodiky
8.1. VIliv POR (Biscaya 240 OD, Tilmor, Atonik) a jejich mixu

Cil zkousky: Cilem bylo zjistit vliv insekticidniho pfipravku Biscaya 240 OD, fungicidniho
ptipravku Tilmor, ristového regulatoru Atonik a tank-mixu téchto tfi pfipravkd na umrtnost

chvostoskokil v ptidnim prostredi.
Material:

- POR pro profesionalni pouziti:
Biscaya 240 OD (ti¢inna latka: thiakloprid; vyrobce: Bayer CropScience)
Tilmor (G¢inné latky: tebukonazol a prothiokonazol; vyrobce: Bayer CropScience)
Atonik (u¢inné latky: natrium-5-nitroguajakolat, natrium-2-nitrofenolat a natrium-4-
nitrofenolat; vyrobce: Asahi Chemical Co. Ltd.)

- Standardni sklenéné kadinky 100 ml.

- Puda ze starého sadu ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby, V. V. i., v Praze 6 — Ruzyni
(VURV). Ve ,starém sadu“ se dlouhodob& nepouzivaji pesticidy. Modelova pada byla
charakterizovand formou sluzby ve Vyzkumném ustavu melioraci a ochrany pldy, v. v. 1.
(VUMOP) (tabulka S1). Pro zjisténi kvality byly odebrany &tyfi reprezentativni vzorky.
ProtoZe jeden vysledek ze Ctyf opakovani vykazoval vyrazné odlehlou hodnotu pro obsah
humusu, byl vytazen z prezentace. Piida byla testovana na rezidua pesticidi pomoci LC-
MS/MS, ¢imz byl ovéfen minimalni vliv kontaminace jinymi pesticidy.

- Chvostoskoci Folsomia candida ze standardizovaného chovu. Tato populace F. candida
byla ziskéna v roce 2016 z Ceskych Bud&jovic od RNDr. Vladimira Sustra, CSc., a od té
doby je soudasti chovii v tymu Biologicky aktivni latky v ochrané plodin ve VURV.
Populace je dlouhodobé udrZzovana v klimaboxu pii 18 °C a vtemnu. Je chovéna
Vv plastovych nadobach na cerném dievéném uhli a vode (obr. S5). Jako potrava se pouzivaji
susené kvasnice, které se ptridavaji podle potieby, vétsSinou jednou tydné. Stav chovi je
kazdy tyden kontrolovan a Vv pfipad€ potieby obnovovan pifemisténim zvifat do ¢istého
prostfedi chovnych boxi.

- Klimabox ST 1200 COMF (Pol-Eko Aparatura, Wodzistaw Slaski, Polsko).
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- Pipety (100 ul, 1 ml, 10 ml), Spicky.

- Analytickd vaha (Kern & Sohn, Balingen, Némecko).

- Nano (deionizovana) voda (Barnstead, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

- Statisticky software.

Postup:

Do kazdé kadinky byla navazena sucha puda, jejiz navazka se zbytkovou vlhkosti
odpovidala 20,6 g. P¥i kalkulacich je poéitano s plochou v kadinkach 19,6 cm?. Pfi navazce byla
korigovana vlhkost v pud¢, ktera byla stanovena lyofilizaci ptidy pouzité v experimentu. Zasobni
roztoky POR byly piipraveny rozpusténim 250 ul pfipravku Biscaya v 0,5 | nano H20, 1,25 ml
ptipravku Tilmor v 0,5 | nano H,O a 1 ml piipravku Atonik v 0,5 | nano H2O dikladnym
promichanim. Tank-mix téchto ptipravki vznikl napipetovanim ptfedchoziho mnozstvi ptipravki
a naslednym dukladnym michanim. Timto zpusobem byly pfipraveny &tyfi zasobni roztoky
(pfesngji emulze/suspenze) POR, které byly nasledné pouzity v aplikaci na pudu do kadinek.
Zasobni roztoky byly dale pted aplikaci fedény dle kalkulace. Davka jednotlivych POR ze
zasobnich roztoku na kadinku byla nasledujici: i) 79,2 ul pfipraveného zasobniho roztoku Biscaya
OD 240; 52,8 ul ptipraveného zasobniho roztoku ptipravku Tilmor; iii) 39,6 ul pfipraveného
zasobniho roztoku Atonik; iv) tank-mix s celkovym objemem 171,6 ul (soucet objemul i+ii+iii)
piipraven¢ho zasobniho roztoku. Do kadinek byly aplikovany POR a jejich tank-mix zfedéné
v H20, aby bylo docileno vysledné 50% vlhkosti.

Po 24 h bylo do kazdé z kadinek pomoci §tétecku pieneseno deset dospélych chvostoskokil
druhu F. candida stejné velikosti. Kadinky byly pfikryty alobalem a umistény do klimaboxu
s prednastavenou konstantni teplotou 18 °C a bez pfistupu svétla. Po 28 dnech od aplikace
chvostoskokt byli po vyplaveni vodou na hladinu spocitani zivi jedinci.

Cely experiment byl opakovan tiikrat v case, v riznych mésicich. V tomto piipadé se
jednalo o ¢ervenec, srpen a zafi.

Byly spocitany priméry a smérodatné odchylky. Data byla hodnocena statistickymi nastroji

(ANOVA a bayesianska statistika).

-18-



%

Tomas Erban a kol. — Subletalni vliv pesticidii na pidni Zivocichy

Vysledky:

Tabulka €. 1: Vysledky experimentu provedeného v ¢ervnu. Pocet zivych chvostoskokti 28 dni po

aplikaci ptipravki Biscaya 240 OD, Tilmor, Atonik a jejich tank-mixu do pudy.

Kadinka Pocet pi‘ed pokusem Kontrola Biscaya Tilmor Atonik  Mix

1 10
10
10
10
10
10
10
10
10
10 10

Prumér 10 5,4 2,5 3,0

-*kazda aplikace méla 10 opakovani, pouze v ptipadé kontroly bylo zakladano 9 opakovani.
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Tabulka €. 2: Vysledky experimentu provedeného v srpnu. Pocet Zivych chvostoskoki 28 dni po

aplikaci ptipravkl Biscaya 240 OD, Tilmor, Atonik a jejich tank-mixu do pudy.

Kadinka Pocet pi‘ed pokusem Kontrola Biscaya Tilmor Atonik  Mix
1 10 6 6 8 4 3
2 10 9 4 2 4 3
3 10 5 4 1 2 6
4 10 7 6 3 1 4
5 10 6 2 5 5 3
6 10 5 6 5 2 4
7 10 6 7 5 2 6
8 10 7 5 2 7 4
9 10 5 5 9 4 3
10 10 - 8 5 4 3

Primér 10 6,2 5,3 45 3,4 3,6

-*kazda aplikace méla 10 opakovani, pouze v piipade kontroly bylo zakladano 9 opakovani.

-19-



%

Tomas Erban a kol. — Subletalni vliv pesticidii na pidni Zivocichy

Tabulka ¢. 3: Vysledky experimentu provedeného v zafi. PocCet zivych chvostoskokl 28 dni po

aplikaci piipravkl Biscaya 240 OD, Tilmor, Atonik a jejich tank-mixu do pidy.

Kadinka Pocet pired pokusem Kontrola Biscaya Tilmor Atonik  Mix
1 10 7 6 2 2 2
2 10 10 7 6 7 6
3 10 8 6 4 5 2
4 10 7 7 6 7 3
5 10 8 2 6 6 5
6 10 9 5 3 9 0
7 10 10 3 1 5 1
8 10 10 2 3 8 3
9 10 5 3 6 3 2
10 10 -* 5 5 2 4

Priamér 10 8,2 4,6 42 58 2,0

-*kazda aplikace méla 10 opakovani, pouze V ptipadé kontroly bylo zakladano 9 opakovani.

Tabulka ¢. 4: Statistické vyhodnoceni pomoci dvoufaktorové analyzy rozptylu (ANOVA) pro
zjisténi vlivu jednotlivych POR a jejich tank-mixu (Biscaya 240 OD, Tilmor, Atonik) na ptezivani
chvostoskokti v pudé po 28denni expozici. Hodnoceny byly také rozdily v opakovanich v Case

(Cervenec, srpen, zafi).

F hodnota p
Osetieni 16,922 3,1910%
Datum 9,751 1,12 10*
OfSetieni/datum 2,706 8,6310°3

Hladina vyznamnosti @ = 0,05; signifikantni hodnoty zvyraznéné tucné.
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Graf ¢. 1: Boxplot znazornujici vliv jednotlivych POR (Biscaya 240 OD, Tilmor, Atonik) a jejich

tank-mixu na pfezivani F.candida (zahrnuta byla data ze vsech tii opakovani experimentu v ¢ase).

Zijiei

o - —_ —_—

T T T T T
ATONIK BISCAYA ~ KONTROLA MIX TILMOR

Pesticidni o3etfeni

Tabulka &. 5: Statistické porovnani vlivu jednotlivych expozici pesticidy (Biscaya 240 OD,
Tilmor, Atonik a jejich mix) a kontroly mezi sebou po 28dennim biotestu (zahrnuta byla data ze

vSech tii opakovani experimentu v ¢ase).

Dvojice expozici p adj
Biscaya-Atonik 0,9338502
Kontrola-Atonik 0,0008913
Mix-Atonik 0,0111985
Tilmor-Atonik 0,7237925
Kontrola-Biscaya 0,0000415
Mix-Biscaya 0,0977353
Tilmor-Biscaya 0,9907412
Mix-Kontrola 0,0000000
Tilmor-Kontrola 0,0000058
Tilmor-Mix 0,2549670

Hladina vyznamnosti a = 0,05; Data vyhodnocena pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu (ANOVA); signifikantni hodnoty zvyraznéné tucné.
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experimentu v ¢ase).

-

Zijici

o i . —

cervenec srpen zari

Graf ¢. 3: Bayesianska analyza relativni pravdépodobnosti vlivu oSetieni v ¢ase (zahrnuta byla

data ze vSech tii opakovani experimentu v Case).

Osetieni

Cas/
osetfeni

1/1e+09
1/1e+08
1/1e+07
1/1e+06
1/1e+05
1/10 000 -
1/1 000
1/100
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Zavér:

Tabulky €. 1, 2 a 3 znézornuji pocty prezivsich chvostoskokii v jednotlivych opakovanich
experimentu v ¢ase. Podle statistického vyhodnoceni dat (viz tabulku ¢. 4) pomoci dvoufaktorové
ANOVA lze vyvodit, ze aplikace jednotlivych POR, ale také jejich mixu po 28denni expozici ma
signifikantni vliv (p < 0,05) na umrtnost chvostoskokli ve srovnani s kontrolou. Statistické

vyhodnoceni navic indikuje, Ze opakovani v ¢ase ma signifikantni vliv na vysledek biotestu.

Z grafu ¢. 1 vyplyva, ze nejvice chvostoskokt bylo nalezeno v kontrole. Toto grafické
znazornéni indikuje, ze vSechny expozice POR mély vliv na pfezivani chvostoskokl, pticemz
nejveétsi umrtnost F. candida byla pii pouziti pesticida v tank-mixu. Klicové je vSak statistické
vyhodnoceni dat jednofaktorové ANOVA, které ukazuje tabulka ¢. 5. Podle tohoto vyhodnoceni
byl signifikantni efekt pozorovan pro vSechny varianty POR ve srovnani s kontrolou. Navic byl
vyhodnocen jako signifikantni rozdil mezi tank-mixem a Atonikem. Porovnani ostatnich dvojic
POR expozici mezi sebou nebyly signifikantni. Atonik vykazoval oproti ostatnim POR expozicim
nejmensi negativni Vliv na prezivani chvostoskoki, ackoliv byl indikovan statisticky signifikantni

rozdil oproti kontrole.

W

Boxplot vizualizace v grafu ¢. 2 indikuje rozdily ve vysledcich biotesti provedenych
v riznych Casech. Tento rozdil indikuje také vyhodnoceni pomoci dvoufaktorové ANOVA

v tabulce ¢&. 4.

Zasadni obraz 0 vlivu typu expozice POR a jednotlivych opakovani v ¢ase ukazuje vysledek
bayesianské analyzy relativni pravdépodobnosti. Vysledek analyzy znazornény v grafu ¢. 3
jednoznaéné ukazuje, ze nejveétsi vliv na vysledek biotestu mél typ oSetfeni, tedy pouziti POR.
Nelze opomenout, Ze znany 1 mensi vyznam mél vSak také cas, tedy jednotlivd opakovani
experimentu. Expozice POR v ruznych ¢asech (opakovanich biotesttr) je vSak ovlivnéna relativné
malo, zejména ve srovnanim s oSetfenim. To znamena, Ze pomér jednotlivych expozi¢nich variant

mezi jednotlivymi biotesty provedenymi v riznych ¢asech je statisticky relativné staly.
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8.2. Hodnoceni vlivu acetamipridu na F. candida s vyuzitim OMICs
8.2.1 Primarni zjiSténi negativniho vlivu acetamipridu p¥i porovnani se sulfoxaflorem

Cil zkousky: Cilem bylo zjistit vliv G¢innych latek vybranych pesticidi, které jsou aktualné
vyznamné Z praktického hlediska. Jednalo se o acetamiprid a sulfoxaflor. Acetamiprid je
poslednim neonikotinoidem bez restrikci v zemich EU. Acetamiprid méa platnou registraci do 27.
unora 2033 [14]. Sulfoxaflor je sulfoximinovy insekticid, ktery je povazovan za alternativu

k zakazanym neonikotinoidim v EU [25].
Material:

- Analytické standardy:
Acetamiprid — (33674, CAS: 160430-64-8, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Sulfoxaflor — (DRE-C17015000, CAS: 946578-00-3, LGC Labor GmbH, Augsburg,
Némecko

- Ostatni materidal byl stejny, jako je uvedeno v kapitole 8.1.

Postup:

Postup byl obdobny, jako je uvedeno v kapitole 8.1. Rozdil viak cinily aplikované latky. Ve

srovndvacim biotestu byly totiz pouzity ucinné latky v cistoté analytickych standardii.

Aplikaéni davky sulfoxafloru a acetamipridu byly odvozeny od POR, ve kterych jsou jako
ucinné latky. V piipadé sulfoxafloru byla aplika¢ni davka odvozovéna zejména od piipravku
TRANSFORM (ucinna latka 500g/kg; pouziti 0,048 kg/ha), zatimco v piipadé acetamipridu byla
aplika¢ni davka odvozena zejména od pripravku APIS (. I. 200 g/l; pouziti 0,25 1/ha).
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Vysledky:

Tabulka €. 6: Pocet zivych chvostoskokii po aplikaci u€innych latek acetamipridu a sulfoxafloru.

Prvni opakovani.

Kadinka Pocet pired pokusem Kontrola  Acetamiprid Sulfoxaflor

1 10 6 2 9

2 10 2 0 5

3 10 6 1 5

4 10 4 2 3

5 10 4 1 4

6 10 4 3 9

7 10 7 0 2

8 10 3 1 7
Primér 10 4,5 1,3 5,5

Tabulka €. 7: Pocet zivych chvostoskoktl po aplikaci uc¢innych latek acetamipridu a sulfoxafloru.

Druhé opakovani.

Kadinka Pocet pied pokusem Kontrola  Acetamiprid Sulfoxaflor

1 10 3 2 3

2 10 6 1 2

3 10 4 2 3

4 10 5 4 5

5 10 3 1 1

6 10 5 3 4

7 10 4 1 7

8 10 5 1 5
Priumér 10 4.4 1,9 3,8
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Tabulka €. 8: Pocet zivych chvostoskokii po aplikaci u€innych latek acetamipridu a sulfoxafloru.

Tteti opakovani.

Kadinka Pocet pi‘ed pokusem Kontrola  Acetamiprid Sulfoxaflor

1 10 4 3 5

2 10 2 3 3

3 10 6 3 5

4 10 4 1 3

5 10 2 2 3

6 10 3 5 4

7 10 4 1 4

8 10 7 4 6
Priamér 10 4,0 2,8 4,1

Graf ¢&. 4: Boxploty znazoriujici primérny vliv acetamipridu a sulfoxafloru na ptezivani F.
candida v case (zahrnuta byla tfi rizna opakovani v ¢ase) a efekt opakovani experimentu v Case.

00 00 1
©0 © —_
* [o—
- ——— S
= =
e N
N < 4 <
o [QVIE ;
ol i o | i
Acetamiprid Kontrola Sulfoxaflor 1 2 3
Typ expozice Opakovani experimentu

* indikuje signifikantni rozdil p < 0,05; vyhodnoceni byla provedena jednocestnou ANOVA, Tukeyho test
Tabulka ¢. 9: Statistické vyhodnoceni pomoci dvoufaktorové analyzy rozptylu (ANOVA) vlivu
ucinnych latek na prezivani chvostoskokli v ptidé po 28denni expozici. Hodnoceny byly také

rozdily v opakovanich v case.

F hodnota p
Pesticid 18,221 57107
Datum 0,426 0,6547
Pesticid/datum 2,094 0,0921

Hladina vyznamnosti @ = 0,05; signifikantni hodnoty zvyraznéné tucné.
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Tabulka ¢. 10: Statistické porovnani vlivu jednotlivych dvojic expozici mezi sebou po 28dennim

biotestu (zahrnuta byla data ze vSech tii opakovani experimentu v ¢ase).

Dvojice expozici p adj
Kontrola-Acetamiprid 0,0000164
Sulfoxaflor-Acetamiprid 0,0000043
Sulfoxaflor-Kontrola 0,9341341

Hladina vyznamnosti a = 0,05; Data vyhodnocena pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu (ANOVA); signifikantni hodnoty jsou zvyraznéné tu¢né.

Zavér:

Tabulky €. 6, 7 a 8 znazornuji pocty piezivsich chvostoskoktl v jednotlivych experimentech
a jejich opakovénich v ¢ase. Podle statistického vyhodnoceni dat (viz tabulku ¢. 9) pomoci
dvoufaktorové ANOVA lze vyvodit, Ze expozice chvostoskokt pesticidu po 28denni expozici ma
signifikantni vliv (p < 0,05) na umrtnost chvostoskokii ve srovnani s kontrolou. Statistické
vyhodnoceni vSak indikuje, ze v tomto piipadé opakovani experimentu v ¢ase nema signifikantni

vliv na vysledek biotestu.

Z boxplotu v grafu ¢. 4 vyplyva, ze nejvice chvostoskokl bylo nalezeno v kontrole a
podobny vysledek byl v ptipad¢ sulfoxafloru. Nejmensi pocet piezivsich chvostoskokt byl na
konci biotestu po 28denni expozici byl v ptipadé¢ acetamipridu. Ze statistického vyhodnoceni
v tabulce 10 jasné vyplyva, Ze acetamiprid mél signifikantni vliv na pfezivani F. candida, a to ve
srovnani s kontrolou a také sulfoxaflorem. Porovnani vysledkii pro acetamiprid a sulfoxaflor bylo

ze statistického hlediska podobné a nesignifikantni.

Vzhledem Kk vvsledkiim téchto experimenti ma smysl se dale zabvvat vlivem

acetamipridu na F. candida. Je totiZ zjevné, Ze expozice acetamipridu v padé ma subletalni

efekt na prezivani F. candida. Sulfoxaflor se na zakladé vysledku jevi jako malo rizikovy pro

F. candida.
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8.2.2 Potvrzeni negativniho vlivu acetamipridu na F. candida s vyuzitim OMICs

Cil zkousSky: Na zaklad¢ zjisténi, ze acetamiprid v realistické davce ovlivituje prezivani
chvostoskokt (viz kapitolu 8.2.1), jsme piistoupili k dikladnému provéfeni tohoto efektu. Vliv
acetamipridu byl v prvotnim testu vyrazn¢ signifikantni. Proto jsme navrhli design, ktery zahrnoval
provedeni vice opakovani. Pro kazdou expozici bylo zalozeno 12 kadinek a navic jsme kromé
28denni expozice zvolili i krat§i 14denni expozici. Cilem bylo jesté dikladnéj$im biotestem
potvrdit vysledky prvotni zkousky a navic zjistit, zda je negativni efekt acetamipridu pozorovatelny
pii polovi¢ni délce standardni expozice. Cilem bylo provést také ovéfeni mechanismu vlivu
acetamipridu na F. candida, ptic¢emz vzorky byly konkretizovany na zaklad¢ vysledki rozsitenych

ovéfovacich biotestu.

Postup:

Postup byl v podstaté obdobny, jako je uvedeno v kapitole 8.2.1.

Byl viak pouzit pouze analyticky standard acetamipridu a kromé 28denni expozice byla provedena
i kratsi 14denni expozice. Navic bylo provedeno 12 opakovani v ramci kazdé expozice, coz pri trech

opakovanich v case dava celkem 36 biologickych opakovani (expozic v kadinkach).

Vzorky chvostoskokui byly také pouzity na analyzu OMICS pristupem, kterou predstavovala
vysokokapacitni label-free proteomika. Ta byla provedena dle drive publikovanych postupii na
jinych ,,bezobratlych* (viz napr. [26-29]). Vzorky byly analyzovainy v jedné radé na instrumentaci
nanoLC-MS/MS (Orbitrap Fusion, Thermo, Waltham, MA, USA) v centru BIOCEV. Celkem bylo

analyzovano 24 vzorkii v experimentdlnim designu 4x6 (4 expozice a kazda ve 6 opakovanich).

Pozn. Je samozirejmé mozné vyuZzit jinych protokolii, pripadné jiného OMICs pristupu nez

proteomiky. Nabizi se zejména transkriptomika.
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Vvsledky biotesti:

Hruba data z biotestl pro jejich velky rozsah v tomto piipadé neuvadime. (Pozn. hruba data

jsou uvedena z demonstracnich divodu pro predchozi uvedené piiklady provedeni - viz kapitoly
81a8.21)

Graf ¢. 5: Boxplot — primérny vliv acetamipridu na mortalitu (= mrtvi/celkovy pocet) F. candida.
V porovnani jsou 14 a 28denni expozice. (Byla zahrnuta vSechna tfi opakovani v ¢ase, pricemz

kazda expozice V jednom Case zahrnovala 12 opakovani v kadinkach.)

Q
\—1

o0
o

0,6

0,4

0,2

Mortalita ( = mrtvi/celkovy pocet)

0,0

Acetamiprid Kontrola Acetamiprid Kontrola
14 dni 14 dni 28 dni 28 dni
Typ expozice

Tabulka ¢. 11: Statistické vyhodnoceni pomoci dvoufaktorové analyzy rozptylu (ANOVA) vlivu

acetamipridu na prezivani chvostoskokt v pide po 14 a 28denni expozici.

F hodnota p
Acetamiprid 88,47 <2107
Délka expozice 46,59 2.4 1010
Acetamiprid/doba expozice 38,97 4,81 10°

Hladina vyznamnosti @ = 0,05; signifikantni hodnoty zvyraznéné tucné.
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Graf ¢ 6: Bayesianska analyza relativni pravdépodobnosti vlivu acetamipridu, délky expozice

(14/28 dni) a opakovani v ¢ase (zahrnuta byla data vSechna za tfi opakovani experimentu v Case,

tj. vysledky z 36 kadinek na expozici).

Datum
Opakovani
v Case

Expozice/
Acetamiprid

Délka
expozice
(14/28 dni)

111e+13
111e+12
1Me+11
1/1e+10
111e+09 -
1/11e+08
11e+07
1/1e+06
111e+05
1/10000 -
1/1000
1/100 -
1/10 4

Vvsledky vysokokapacitni proteomiky:

Proteomickou analyzou bylo celkové identifikovano a porovnano 1810 proteind.

Mezi proteiny pfifazenymi F. candida byly navic identifikovany proteiny z Wolbachia,

intracelularniho symbionta tohoto chvostoskoka.
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Graf ¢&. 7: Vizualizace rozdila v proteomu vzorku F. candida vystavenych acetamipridu a mezi
kontrolnimi vzorky pomoci volcano plotu (t-test, FDR = 0,05). Porovnany byly vSechny &tyfi
testované varianty. Signifikantni rozdily byly indikovany v grafu A (63 markerti) a D (1 marker).
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Legenda: K14d — kontrola 14 dni; K28d — kontrola 28 dni; Al4d — acetamiprid 14 dni; A28d —

acetamiprid 28 dni.
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Tabulka ¢&. 12: Signifikantné rozdilné proteomické markery mezi Al4d a A28d — viz graf ¢. 7A.
Mezi 63 signifikantnimi proteinovymi markery byly identifikovany 3 proteiny, které jsou pfifazeny

endosymbiotické bakterii Wolbachia (zvyraznéné sedou vyplni).

Rozdil
-log p log2 LFQ | Fasta
4.22 -0.59 AAS66295.1 cytochrome c oxidase subunit Il, partial (mitochondrion) [Folsomia candidal)
3.11 1.39 ANA95851.1 outer surface protein, partial [Wolbachia endosymbiont of Folsomia candida]
2.69 2.53 WP_110409605.1 hypothetical protein [Wolbachia endosymbiont of Folsomia candidal
291 1.30 WP_110410547.1 insulinase family protein [Wolbachia endosymbiont of Folsomia candidal
2.99 3.10 XP_021967184.1 UPF0187 protein sll1024 isoform X2 [Folsomia candida)
3.53 -2.20 OXA38899.1 Enolase [Folsomia candidal)
2.07 7.17 XP_035714830.1 uncharacterized protein LOC118438503 [Folsomia candidal)
3.68 -3.54 XP_021962890.1 alpha-aminoadipic semialdehyde synthase, mitochondrial [Folsomia candidal)
2.43 2.92 0XA45701.1 hypothetical protein Fcan01_19792 [Folsomia candida]

XP_035712857.1 serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic subunit 2 isoform X4 [Folsomia

3.20 1.03 candidal)
2.77 5.08 OXA46659.1 hypothetical protein Fcan01_18831 [Folsomia candida]
3.92 2.55 XP_021960117.1 uncharacterized protein LOC110855986 [Folsomia candida)
2.28 2.15 XP_021959144.1 alpha-galactosidase [Folsomia candida]
2.90 -1.99 XP_021958471.1 glucose-6-phosphate isomerase [Folsomia candida)
3.03 -1.67 XP_021956984.1 ras-related protein Rab-7a [Folsomia candida])
2.80 2.16 XP_021956746.1 T-complex protein 1 subunit epsilon [Folsomia candidal)
2.56 2.72 XP_021955667.1 uncharacterized protein LOC110852019 [Folsomia candida)
2.71 2.09 OXA51551.1 hypothetical protein Fcan01_13192 [Folsomia candida]
2.87 2.73 XP_021955593.1 regucalcin [Folsomia candida]
2.94 1.49 OXA51777.1 hypothetical protein Fcan01_13306 [Folsomia candida]
2.25 3.34 OXA52072.1 Peptidoglycan-N-acetylglucosamine deacetylase [Folsomia candidal)
2.21 3.18 XP_021956129.1 uncharacterized protein LOC110852377 [Folsomia candidal)
2.51 1.63 XP_021953879.1 40S ribosomal protein S3a [Folsomia candidal)
2.88 2.65 XP_035706923.1 talin-1 isoform X3 [Folsomia candida]
2.45 4.16 XP_021949134.1 putative ferric-chelate reductase 1 [Folsomia candida]
3.66 1.98 XP_021948951.1 40S ribosomal protein S25 [Folsomia candida]
2.50 2.15 XP_035704845.1 endo-beta-N-acetylglucosaminidase H-like [Folsomia candida])
2.93 4.18 XP_021949780.1 uncharacterized protein LOC110847201 [Folsomia candida])
3.42 1.53 XP_021947654.1 eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C [Folsomia candida]
2.16 2.66 XP_021949979.1 protein obstructor-E [Folsomia candida]
2.43 1.96 XP_021947055.1 enoyl-CoA delta isomerase 2 [Folsomia candida]
3.22 3.21 XP_021944849.1 bacillopeptidase F [Folsomia candida]
2.54 1.37 XP_021944445.1 methylglutaconyl-CoA hydratase, mitochondrial [Folsomia candida]
2.26 3.69 XP_021944324.1 putative pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase [Folsomia candidal)
3.06 -1.22 XP_021944657.1 ras-related protein ORAB-1 [Folsomia candidal)
2.25 2.45 XP_021945856.1 ecdysteroid-regulated 16 kDa protein [Folsomia candidal)
2.39 2.46 XP_021946198.1 glycerol kinase isoform X2 [Folsomia candida]
3.13 -1.29 XP_021943818.1 ras-related protein Rab-2 [Folsomia candida]
2.88 2.07 XP_021943588.1 T-complex protein 1 subunit eta [Folsomia candida]
2.18 5.99 XP_021968731.1 bacillopeptidase F [Folsomia candida]
2.07 3.95 XP_021943356.1 bacillopeptidase F [Folsomia candida]
2.92 2.15 XP_021960631.1 carboxypeptidase A2 [Folsomia candida]
3.39 2.48 XP_021943214.1 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 6 [Folsomia candida]
5.14 1.23 XP_021956871.1 transcription factor BTF3 homolog 4 [Folsomia candida]
3.96 2.91 XP_021943596.1 endoribonuclease LACTB2 isoform X2 [Folsomia candida]
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Tabulka €. 12: Signifikantné rozdilné proteomické markery mezi A14d a A28d — viz graf ¢. 7D.

(pokracovani)
Rozdil
-log p log2 LFQ | Fasta headers
2.81 2.27 XP_021944178.1 eukaryotic translation initiation factor 5 [Folsomia candida]
2.36 2.72 XP_021945337.1 endoglucanase-5 [Folsomia candida]
2.52 2.63 XP_021946257.1 ELKS/Rab6-interacting/CAST family member 1 [Folsomia candida])
2.42 1.94 XP_021946601.1 troponin T, skeletal muscle [Folsomia candida]
2.54 1.94 XP_021947276.1 adenosine kinase 2 [Folsomia candida]
4.72 2.58 XP_021947671.1 protein obstructor-E [Folsomia candida]
2.72 2.20 XP_021948670.1 subtilisin [Folsomia candida]
2.87 -1.28 XP_021949091.1 ADP-ribosylation factor 1 [Folsomia candida])
2.64 -1.41 XP_021951329.1 2-hydroxyacyl-CoA lyase 1 isoform X2 [Folsomia candida]
3.07 3.25 XP_021952859.1 uncharacterized protein LOC110849731 [Folsomia candida)
2.66 2.32 XP_021953864.1 fumarylacetoacetate hydrolase domain-containing protein 2 [Folsomia candida])
2.52 1.89 XP_021954009.1 nucleoside diphosphate kinase [Folsomia candida])
2.23 3.33 XP_021958357.1 uncharacterized protein LOC110854247 isoform X1 [Folsomia candida]
3.45 2.13 XP_035714695.1 high mobility group protein 20A isoform X4 [Folsomia candida])
2.62 2.86 XP_021963230.1 mannosylglucosyl-3-phosphoglycerate phosphatase isoform X1 [Folsomia candida]
3.28 1.30 XP_021963640.1 S-methyl-5-thioadenosine phosphorylase [Folsomia candida)
3.05 4.02 XP_021966161.1 cytochrome c oxidase assembly factor 5 [Folsomia candida]
2.65 1.75 XP_035712144.1 microtubule-actin cross-linking factor 1 isoform X12 [Folsomia candida]

Tabulka ¢. 13: Signifikantné rozdilny proteomicky marker mezi K28d a A28d — viz graf ¢. 7D.

Rozdil
-logp log2 LFQ | Fasta
| 4.52 -4.11 XP_021959761.1 acetylcholine receptor subunit alpha-type acr-16 [Folsomia candidal)
Zavér:

Vysledky doplikovych biotesti potvrdily, ze acetamiprid ma vyznamny vliv na

ptrezivani/mortalitu F. candida. Efekt acetamipridu je v dané expozici pozorovatelny az po 28

dnech. Dulezité je zjisténi, ze na zakladé statistické analyzy byly vyhodnoceny jako nesignifikantni

kontrolni varianty 14 a 28 dni a expozice acetamipridu po 14 dni (graf ¢. 5 a tabulka ¢. 12).

Bayesianska statistika (graf ¢. 6) potvrdila, Ze expozice acetamipridu ma vétsi vyznam nez

opakovani experimentu v Case, 1 kdyZ i to hraje svou dilezZitost. VE&ts$i vyznam, nez opakovani

experimentu v case méla také délka expozice (14/28 dni). Vysledky jsou tedy opakovatelné v Case,

1 kdyZ jsou ovlivnény proporciondlnimi rozdily.
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Graf ¢. 7A-D znazoriuje rozdily v proteomu jedinci F. candida, ktefi byli vystaveni
acetamipridu a kontrolnimi vzorky. Signifikantni rozdily (t-test, FDR = 0,05) byly identifikovany

pouze ve dvou variantach porovnani z celkovych ¢tyf moznosti.

Nejvice rozdili, celkem 63 signifikantnich proteinovych markert (graf ¢. 7A), bylo
identifikovano porovnanim expozic acetamipridu po 14 dnech a 28 dnech. Tento vysledek ukazuje,
ze nejvyrazngjsi rozdily jsou zpusobené riznou délkou expozice acetamipridu. Toto zjisténi je
Vysledek lze interpretovat tak, ze acetamiprid sdim o sob¢ vyvola vyznamné zmeény jiz po 14 dnech,
které v§ak nebyly po vyhodnoceni nasi proteomické analyzy statisticky vyznamné (graf ¢. 7B). Po
dal$ich 14 dnech expozice F. candida acetamipridu v pudé a celkové tedy po 28 dnech vSak dochazi
k zesileni efektu acetamipridu, ktery se nastartuje jiz dfive. Zna¢ny vyznam lze piikladat pisobeni
acetamipridu na interakci mezi endosymbiotickou bakterii Wolbachia a F. candida, protoze byly
identifikovany tii signifikantni markery z této bakterie. Ovlivnéni Wolbachia mtize znamenat vliv
na reprodukci hostitele F. candida [30, 31]. Postupem v metodice sice neni hodnocena reprodukce,
ktera je zahrnuta v testu OECD ¢. 232 [13], ale vysledky indikujici ovlivnéni expresi proteint

Wolbachia mohou indikovat potencialni ovlivnéni reprodukce.

Jako velmi zajimavé se jevi také zjisténi, ze porovnanim expozice acetamipridu po 28 dnech
s kontrolou po 28 dnech, byl identifikovan pouze jeden signifikantni marker (graf ¢. 7D, tabulka ¢.
13). Tento marker ma vsak vcelku velky vyznam, protoze se jedna 0 podjednotku
acetylcholinového receptoru. Acetamiprid totiz patii mezi neurotoxiny a funguje jako agonista

acetylcholinovych receptoru [32].

Vzhledem K vysledkim c&etnyvch biotesti a proteomické analvzy lze jednoznacéné

indikovat, Ze pokud je populace F. candida vystavena pusobeni acetamipridu v testované

realistické davce, existuje riziko negativniho vlivu. Efekt se dle biotestu neprojevi po 14

dnech, ale pozdéji. Po 28 dnech je evidentni negativni vliv acetamipridu na

prezivani/mortalitu dospélcu F. candida. Proteomicka analyza indikovala markery ovlivnéné

pusobenim acetamipridu. Efekt se zvySuje s delSi expozici acetampridu v ¢ase a patrny je vliv

na interakci mezi endosymbiotickou bakterii Wolbachia a jejim hostem F. candida. Celkovy

test odhalil negativni vliv chronického pusobeni acetamipridu na F. candida. Vliv
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acetamipridu na experesi gend symbiotické intracelularni bakterie Wolbachia muze

indikovat vliv na reprodukci F. candida, ktera lze prokazat testem dle OECD ¢&. 232 [13].

9. Srovnani novosti metodiky

Metodika pfinasi inovativni prvky do hodnoceni rizik pesticidd na ptdni ,bezobratlé*
zivocCichy. Metodika zahrnuje nové optimalizované postupy pro hodnoceni rizik pesticida formou
biotestii s vyuzitim modelu chvostoskoka F. candida. Navrzeny metodicky postup zarucuje
opakovatelnost biologickych experimentti v ¢ase pii relativné snadném a také piehledném
provedeni. Nové tento postup zahrnuje opakovatelnost biotest v ¢ase (vhodné je alespon tfikrat
po sobé jdouci provedeni experimenti). Prikaz opakovatelnosti v ¢ase odhali vliv fitness
testované¢ho organismu v pribéhu sezony na vysledek biotestu. Této opakovatelnosti je mozné
dosahnout pouzitim stojanti a zabezpeceni homogennich podminek v klimaboxech s nucenou
cirkulaci. Jinak by mohla byt nezddoucimi fluktuacemi teplot vyrazné ovlivnéna reakce
testovaného organismu na pesticid. Novinkou je také vyuziti Bayesidnské statistiky, jejiz vystup
dokaze spolehlivé ukazat, zda ve vysledku ptevlada vliv testovaného pesticidu, nebo dalsi faktory
jako opakovani v Case (sezonnost) €i jiné testované vlivy, napt. rizny ¢as expozice. V ptipad¢, ze
je indikovan subletalni vliv na modelového pudniho ,,bezobratlého* Zivocicha, navrhujeme nové
zatadit do hodnoceni rizik ovétovaci experimenty a zatfazeni vysokokapacitnich OMICs
technologii. Podle metodiky se standardné vyuzije vysokokapacitni necilena shot-gun proteomika,
ale je mozné vyuzit i transkriptomického, pfipadné metabolomického ptistupu. Kombinaci riznych
OMICs ptistupti najednou (napf. kombinace proteomiky a transkriptomiky), tzv. MULTIOMICs
piistupem, muze poskytnout jesté piesnéjsi data, co se tyka mechanismu pusobeni pesticidu na

necilovy organismus.

10. Uplatnéni metodiky

Metodika je urena zejména pro odborné pracovniky zaméfené na hodnoceni rizik pesticidi
na necilové organismy a Zivotni prostfedi. Metodika se uplatni pfi posuzovani rizik pesticidi na
necilové organismy a prostfedi. Vyuziti je tedy pii registracich pesticidi. Pidni ,,bezobratli*
zivocichové jako chvostoskoci maji kriticky vyznam pii pldotvorné cinnosti a zachovani

ekosystému. ProtoZe se tito zivocichové vyskytuji také v chranénych tizemich véetné podzemnich
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jeskynnich prostor, bude mit metodika uplatnéni pfi ochrané chranénych tizemi. Chvostoskoci byli
napf. identifikovani po roztocich jako druhd nejpocetnéjsi skupina bezobratlych v jeskynni fauny

Ramsarské lokality Podzemni Punkva v CHKO Moravsky kras [33].

Potencidlnimi uZivateli v Cesku ale i v zahranii jsou také organy zabyvajici se pouZivanim
POR a hodnocenim rizik spojenych s jejich pouzivanim. Potenciondlnimi uZzivateli mohou byt
napt. Ustiedni kontrolni a zku$ebni tstav zemé&délsky (UKZUZ), Agentura ochrany piirody a
krajiny Ceské republiky (AOPK CR), Evropska agentura pro Zivotni prostiedi (EEA), Evropsky
ufad pro bezpecnost potravin (EFSA), Agentura pro ochranu Zivotniho prostiedi USA (US EPA),
Organizace pro hospodairskou spolupraci a rozvoj (OECD). Vyuziti je také ve vyuce na
univerzitach a ve vyzkumu.

Metodika se vztahuje k Narodnimu ak¢nimu planu k bezpe¢nému pouzivani pesticidi (NAP)
spadajiciho do gesce Ministerstva zemé&délstvi CR (MZe CR), které jej ve spolupraci
s Ministerstvem Zivotniho prosttedi CR (MZP CR) a Ministerstvem zdravotnictvi CR (MZd CR)
vyhodnocuje a periodicky aktualizuje. Eliminace negativniho vlivu POR je velmi dulezitou
soucasti udrzitelného zemédé€lstvi. Spravna definice rizik POR umozni 1épe chranit pfirozena

spoleCenstva a ekosystémy.
11. Ekonomické prinosy metodiky

Spravné fungujici ptidni spolecenstva jsou kriticky duilezita pro pidotvornou ¢innost a ochranu
pudy. Bez padnich zivocicht neboli ,,edafonu® by byla ptida v podstaté mrtva a §lo by ji pfirovnat
ke sklddce surového humusu. Ochranou pidnich Zivo€ichli proti nepifiznivym vliviim, jako je
rizikové nebo nesprdvné pouzivani pesticidd, je velmi dualezité a vysledky se pak projevi i
z ekonomického hlediska. Spravnym posuzovanim rizik pesticidi se predejde nakladim, které by
byly jinak potieba vynalozit na obnoveni Zivé a funkéni pady. Ziva puda, ve které jsou organismy
v jisté funkéni rovnovaze, se odrazi na vynosech a kvalité plodin, ale i na kvalité prostiedi. Celkové
naklady na experimenty v této metodice Ize odhadovat se zahrnutim OMICs metod nejmén¢ 10krat
az 100krat vyssSi nez v ptipadé béznych postupti zaloZzenych na béznych biotestech, které jsou
zalozené na EN/CSN ISO 11267:2014 [12] &i testu OECD &. 232 [13]. Na druhou stranu poskytnou
vysledky ziskané metodickym postupem komplexnégjsi a exaktnéjsi pohled na rizika testovanych

latek.
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13. Ptilohy

Obrazek S1. Katrovani (pfesivani) pady.
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Obrazek S3. Kadinky ptikryté alobalem ve stojanech.

Obrazek S4. Klimaboxy s nerezovym vnitifkem, nucenou cirkulaci, monitoringem teploty a

vihkosti.
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Obrazek S5. Chov chvostoskoku.

Tabulka S1. Vysledky hodnoceni kvality pudy.

pH H20 pH KCI -KPP uhli¢itany Ntot Cox C/N humus
% % % %
6,93 6,20 <0,1 0,24 2,35 9,83 4,04
6,89 6,24 <0,1 0,24 2,19 9,24 3,77
6,90 6,20 <0,1 0,24 2,16 8,89 3,72
Zrn <0,001 mm Zrn < 0,01 mm Zrn < 0,05 mm Zrn 0,01-0,05 Zrn 0,05-0,25 Zrn 0,25-2,0
% % % % % %
19,4 445 89,9 45,3 59 4,2
22,6 42,6 86,3 43,7 9,7 4,0
23,3 44,5 89,2 44,8 6,5 4,2
Ca-Meh3 - K-Meh3 - Mg-Meh3 - P-Meh3 -  Cu-Meh3-  Fe-Meh3 - Mn-Meh3  Zn-Meh3 -
ICP ICP ICP ICP ICP ICP -ICP ICP
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
3990 225 261 42 7.20 221 131 11.40
3948 209 260 44 7.94 228 136 11.49
3922 209 259 42 7.76 215 129 11.44
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