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Certifikovana metodika kontroly ucinnosti Fizenych atmosfér a
fumigaci v silech pomoci biotestii

Kontrola ucinnosti oSetfeni pomoci fizenych atmosfér nebo plynovani ve skladovanych
komoditach umisténych v silovych buiikach je velmi obtizné, zejména pokud se jedna o
monitorovani v celém profilu komodity. Také doposud neexistuji Zadné jednotné postupy a
pomtcky, které by umoznovaly aplikaci kontrolnich systémti. To jsou jedny z hlavnich
divodi, pro¢ se metody fizenych atmosfér nevyuzivaji bézné v praxi, prestoze se jednd o
relativné nenakladné dezinsekéni opatieni. Tato metodika je souborem postupli pro spravnou
ptipravu, aplikaci a vyhodnoceni biotestll pouzitych pfi kontrole Gi€innosti fizenych atmosfér a
plynovani v silovych bunikach. V metodice jsou data ukazujici pouziti biotesti pii aplikaci
fizenych atmosfér a plynovani v silovych bunkéch a jejich vyznam pii kontrole a hodnoceni
celkové ucinnosti dezinsekéniho zasahu. Uplatnénad certifikovand metodika vznikla za

finan¢ni podpory NAZV a je vystupem fesSeni projektu QJ1310057.

Certified method for evaluation of biological efficacy of controlled
atmospheres and fumgation in silos using biotest Kits.

Evaluation of the efficacy of controlled atmosphere or insecticide fumigation treatment of
stored commodities is very difficult when these materials are located in silo bins. The main
difficulty is to take measurements and samples within the entire commodity (vertical-silo)
profile. Until now, there are no standard procedures and tools that would allow the evaluation
of efficacy of controlled atmospheres under such situations. These methodical deficiencies are
some of the main reasons why t controlled atmosphere methods are not commonly used in
practice, although they are — under many conditions - relatively cost-effective disinfection
measures.

This methodology is the first Czech set of procedures for the proper preparation, application
and evaluation of bioassays that can be used for evaluation of the efficacy of controlled
atmospheres and fumigation in silo bins cells. The methodology also shows some practical
examples and experimental results on how to use bioassay. The certified methodology was
prepared with the financial support of the NAZV agency and is the technological an scientific
output of the project QJ1310057



I. CIL METODIKY

Osetfovani napadenych skladovanych komodit skladiStnimi Skadci je béznou praxi.
V soucasné dobé€ je nejrozsifencj$i metodou u nas pouziti vysoce toxickych plynii s u€¢innou
latkou fosforovodik. Dobra zemédélska praxe vyzaduje maximaln€ jedno pouziti této ucinné
latky na oSetfovanou komoditu, coz vyznamné zvysuje naroky na kvalitu samotného oSetteni.
Prestoze aplikace fizenych atmosfér nepodléha podobnym pozadavkim, tak i zde je nutné
provadét kontrolu G€innosti oSetieni.

Jednim z moznych postupii kontroly uc¢innosti osetfeni je pouziti zivych Skidct (tzv.
biotestil) uméle umisténych do oSetfované komodity. Pouziti biotesti umoziiuje ovéfit
ucinnost oSetfeni v riznych mistech skladu/komodity piimo na Skadcich a jejich vyvojovych
stadii. Pro odpovidajici kvalitu kontroly oSetieni pomoci biotesti je jejich dostatecné
mnozstvi a distribuce v komodité. V podlahovém skladu distribuce biotestl neni tak slozita na

rozdil od silovych buné€k, kde aplikace zejména do centralni ¢asti mize byt komplikovana.

Cilem této metodiky je:
- vytvofit jednotny postup pro pfipravu a aplikaci biotestii v silovych bunikach pro
kontrolu uc¢innosti fizenych atmosfér a fumigaci,

- vytvofit jednotny postup pro vyhodnocovani biotestll po oSetieni.



II. VLASTNIi POPIS METODIKY

1. Uvod

Je dobfe zndmé, ze skladiStni Sktdci (¢lenovci a hlodavci) plsobi rozsahlé pozerové ztraty a
kontaminace uskladnénych zemédélskych komodit a potravinaifskych surovin a produkta.
Jednim ze zplsobi, jak tyto ztraty omezit bez pouziti syntetickych pesticidli a biocidl jsou
tzv. anoxické/hypoxické ftizené a modifikované atmosféry. Anoxickych/ hypoxickych
atmosfér se dosahuje zménou koncentrace béznych atmosférickych plynti (CO,, N,, O,) nebo
vakuem, tak aby doSlo ke snizeni nebo eliminaci obsahu O,. Bezkyslikatd atmosféra (tzv.
anoxicka atmosféra) ¢i atmosféra se snizenym obsahem O, (tzv. hypoxicka atmosféra) vedou
k postupnému zabiti $klidct, ktefi nemohou bez kysliku dlouhodobé piezit. Modifikované
(MA) a fizené atmosféry (RA) hraji dnes vyznamnou tilohu v systémech integrované ochrany
(IPM) a (Banks a kol.,, 1991, Stejskal Adler, 1997). Vyvoj technologii fizenych a
modifikovanych atmosfér primarné vznikl pfevazné z divodu znepokojenim z nezadoucich
ucinkidl rezidui pesticidd v potravindch a v Zivotnim prostfedi. Dale se pak osvédcil k
eliminaci ¢i zpomaleni celosvétove nartstajici rezistence k majoritnim fumigantiim; zejména
k tém, zalozenych na chemické bazi fosforovodiku (PH3) (napt. Opit et al.,. 2012). Vyzkum,
vyvoj a implementace anoxickych ( bez- rezidudlnich) atmosféry v CR tak velmi dobie
zapada do napliiovéani politiky MZE — CR (EU/) zejména v oblasti narodniho akéniho planu
(NAP) k omezovani pouzivani syntetickych pesticidlii

Ackoli metody fizenych a modifikovanych atmosfér maji velky potencial postupné se stat
dobie etablovanymi technologiemi pro kontrolu skladovéni sktidci, jejich komer¢ni vyuziti je
stale omezeno. Jednou z pficin jsou nezvladnuté technologické procesy a jejich validace v
praxi a konkrétnich provozech. Zejména délka expozice vzhledem ke druhu Skidce,
koncentrace (CO,/N,) a pouzité expozicni teploté. Dal§im a navazujicim problémem jsou
chybéjici metody kontroly a hodnoceni biologické uc¢innosti. Tato metodika si klade za cil
poskytnout praktickym uzivatelim metodu sledovani uc¢innosti fizenych atmosfér v silech a

tim napomoci témto technologiim k jejich rychlejsimu praktickému rozsifeni v praxi.



2. Priprava a zaloZeni biotestu

V tomto biotestu je pouzit jako kontrolni druh Sktdce pilous Cerny (Sitophilus granarius).
Tento $kidce patii mezi vyznamné skladi$tni $ktidce v CR napadajici skladované obiloviny a
vyvijejici se uvnitt zrn.

Dulezitym aspektem pro pouZiti biotestu a jeho objektivity je pouziti kment pilouse ¢erného,
u kterych je laboratorné vyloucena rezistence k pesticidnim ptipravkim. Déle je dilezité, aby
kvalitni biotest obsahoval rizna vyvojova staddia (v idedlnim ptipad¢ — vajicka, larvy, kukly a

dospélce).

2.1. Priprava obili pro biotest

Pro zaloZeni biotestu je vhodné pouzit Cisté zrno pSenice ozimé, které je prosté vSech druhti a
vyvojovych stadii skladiStnich Sktdct.

Nejdiive obili prosejeme, tak abychom ho zbavili prachu a hrubych necistot. Pro proseti
pouzijeme sita o velikosti ok 2x2 mm a automatickou tfepacku. Délku prosevu zvolime dle
velikosti prosévaného vzorku a typu prosévacky. Nasledné Cisté zrno presusSime v susarné
obili pii teploté 65 °C po dobu 3 hodin. Po vychladnuti zrna na pokojovou teplotu navlh¢ime
obili na vlhkost 15 %. Takto pfipravené obili miizeme pouzit do biotestu nebo na piipravu

vyvojovych stadii pilouse ¢erného.

2.2. Priprava vyvojovych stadii pro biotest

Ptiprava a nacasovani vyvojovych stadii pro kvalitni biotest, ktery ma obsahovat vSechna
vyvojova stadia neni snadny. Jednim z diivodil je vyvoj pilouse cerného uvnitt zrn, kde neni
mozné kontrolovat stupen vyvojového stadia a proto je nutné se orientovat podle teploty

prostiedi a védecky ovéfrenych informaci o délce vyvojovych stadii tohoto Skudce.

Priprava dospélcii:
V pribéznych chovech by nemél byt problém ziskat dospéla vyvojova stadia pilouse ¢erného.
Pro biotesty je vhodné pouzivat dospé€lce v ur€itém vékovém rozmezi (7-21 dnit). Pro ziskéni

téchto dospéleti lze postupovat tak, Ze se provede prosev napadené¢ho obili a odstrani se



stavajici dosp€lci. Dalsi prosev provedeme po 14 dnech a ziskané dospélce umistime na Cisty
substrat. Po tydnu mizeme tyto jedince pouzit do biotestu a jejich vékova struktura je nyni 7-

21 dnt.

Pomiicky

» (Cisté zrno pSenice ozimé o vlhkosti 15 %

» chovné nadoby (plastové nebo sklenéné), které lze uzavtit prodySnym vikem a v
horni Casti chovnych nddob je vhodné natfit Polytetrafluoroethylene preparation
60wt % dispersion H20 za ti¢elem zamezeni uniku pii manipulaci.

» inicialni populaci pilouse ¢erného ovéfenou na rezistenci k pesticidim

» temperované prostory (termostat) s teplotou 25 -27 °C a relativni vzdusnou vlhkosti
50-65 %

> Sito o velikosti ok 2x2 mm se dnem a vikem

A\

automaticka tiepacka

» entomologicka pinzeta

Postup
» Cisté navlhcené zrno na 15 % vlozime do chovné nadoby
piidame dospélce pilouse ¢erného

chovnou nadobu s dospélci umistime do temperovaného prostoru

YV V V

po 3 tydnech provedeme prosev, odstranime stavajici dospé€lce pilouse Cerného

prosevem na sitech a napadené zrno vlozime zpét do chovné nadoby

» az se vnadob¢ objevi prvni novy dospélci (cca 42. — 48. den od nasazeni), tak
provedeme opét prosev na sitech a odstranime dospélce

» dalsi prosev provedeme po 14 dnech a dosp€lce vlozime na nové Cisté zrno

s vlhkosti 15 % a ulozime zpét do temperovaného prostoru

» po 7 dnech Ize dospélce opét prosit a pouzit pro piipravu biotestd

Priprava vajicek:

Pro piipravu vajicek pouzijeme ,,vyzral¢“ dospélce pilouse cerného v optimalni vékové
struktuie 7-50 dna, tak aby byla zajiSténa vysoka kladivost.

Dospélce vlozime na ptipravené a Cisté zrno o vlhkosti 15 % ve velkém mnozstvi, tak aby

bylo zajisténo velké mnozstvi napadenych zrn a eliminovalo se riziko Spatného poméru
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pohlavi (nedostatek samic). Nasledné takto pfipraveny material vlozime do temperovanych

prostor (termostatu) s teplotou 25 -27 °C a relativni vzduS$nou vlhkosti 50-65 %. Po 3-4 dnech

dospélce odstranime a napadené obili je pfipraveno pro ptipravu biotestii. Takto piipravené

zrno s vajicky je nutné pouzit v biotestech béhem 2-3 dnl. Zpomaleni vyvoje vajicek lze

zajistit snizenim teploty pod 15 °C, ale je nutné si uvédomit, Zze mize dochazet ke zvySené

mortalité zarodka ve vajickach.

Pomiicky

>
>

A\

Postup

YV V VY

¢isté zrno pSenice ozimé o vlhkosti 15 %

chovné nadoby (plastové nebo sklenéné), které lze uzavtit prodySnym vikem a v
horni ¢asti chovnych nadob je vhodné natfit Polytetrafluoroethylene preparation
60wt % dispersion H20 za ti¢elem zamezeni uniku pfi manipulaci.

inicidlni populaci pilouse ¢erného ovéfenou na rezistenci k pesticidiim

temperované prostory (termostat) s teplotou 25 -27 °C a relativni vzdusnou vlhkosti
50-65 %

Sito o velikosti ok 2x2 mm se dnem a vikem

automaticka tiepacka

entomologicka pinzeta

¢isté navlhcené zrno na 15 % vlozime do chovné nadoby

pridame dospélce pilouse ¢erného

chovnou nadobu s dospélci umistime do temperované mistnosti

po 3 — 4 dnech provedeme prosev, odstranime stavajici dospé€lce pilouse cerného
prosevem na sitech a napadené zrno je piipraveno pro piipravu biotestil

takto pfipravené napadené zrno je nutné pouzit v biotestech do 2-3 dni

Priprava larev:

Ptiprava larvalnich stadii pilouse cerného patii k leh¢im postupiim. Dlivodem je, Ze larvy maji

nekolik vyvojovych instart, které prodluzuje vyvojovy cyklus oproti kuklam nebo vajickam.

Postup pfiprav je podobny jako u vajicek, jen délku kladeni 1ze prodlouzit na 7 dnu (viz

10



valida¢ni pokus). Nésledné€ odstranime dospélce a napadené zrno vlozime do temperovanych
prostor s teplotou 25 -27 °C a relativni vzdu$nou vlhkosti 50-65 %. V rozmezi 21. - 35. dne
od aplikace dospé€lcti do zrna muzeme napadené zrno pouzivat do biotestl s vysokou

pravdépodobnosti vyskytu larev pilouse ¢erného.

Pomiicky

» (Cisté zrno pSenice ozimé o vlhkosti 15 %

» chovné nadoby (plastové nebo sklenéné), které lze uzavtit prodySnym vikem a v
horni ¢asti chovnych nadob je vhodné natfit Polytetrafluoroethylene preparation
60wt % dispersion H20 za uc¢elem zamezeni Uiniku pfi manipulaci

» inicialni populaci pilouse cerného ovéfenou na rezistenci k pesticidim

» temperované prostory (termostat) s teplotou 25 -27 °C a relativni vzdusnou vlhkosti
50-65 %

> Sito o velikosti ok 2x2 mm se dnem a vikem

Y

automaticka tfepacka

» entomologicka pinzeta

Postup
» Cisté navlhéené zrno na 15 % vlozime do chovné nadoby
pridame dospélce pilouse ¢erného

chovnou nadobu s dospélci umistime do temperované mistnosti

YV V V

po 3 tydnech provedeme prosev, odstranime stavajici dospélce pilouse cerného

prosevem na sitech

Y

Nyni je napadené zrno pfipraveno pro piipravu biotestu.

A\

Takto piipravené zrno lze pouzit pro piipravu biotestii v rozmezi 21. — 35. dne od

nasazeni dospé¢lcu.

Priprava kukel:

vvvvvv

Postupuje se stejné jako pfi ptiprave larev nebo vajicek, ale je nutné posunout termin pouziti

napadeného zrna, tak aby obsahovalo velké mnozstvi kukel. Podle valida¢ni studie pii
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dodrZeni teplotnich a vlhkostnich podminek je vhodné napadené zrni pouzit do biotestt od 35.

do 48

. dne od nasazeni dosp¢lc.

Pomiicky

>
>

Cisté zrno pSenice ozimé o vlhkosti 15 %

chovné nadoby (plastové nebo sklenéné), které 1ze uzaviit prodySnym vikem a v horni
¢asti chovnych nadob je vhodné natfit Polytetrafluoroethylene preparation 60wt %
dispersion H20 za G¢elem zamezeni Uiniku pii manipulaci

inicidlni populaci pilouse cerné¢ho ovéfenou na rezistenci k pesticidiim

temperované prostory (termostat) s teplotou 25 -27 °C a relativni vzdusnou vlhkosti
50-65 %

Sito o velikosti ok 2x2 mm se dnem a vikem

automaticka tiepacka

entomologicka pinzeta

Postup

» Cisté navlhcené zrno na 15 % vlozime do chovné nadoby
piidame dospélce pilouse ¢erného

chovnou nadobu s dospélci umistime do temperované mistnosti

YV V V

po 3 tydnech provedeme prosev, odstranime stavajici dospé€lce pilouse Cerného

prosevem na sitech

» Napadené zrno vratime zpét do chovnych nadob a umistime do temperované
mistnosti.

» Nyni je napadené zrno pfipraveno pro piipravu biotestu.

» Takto pfipravené zrno lze pouzit pro piipravu biotestd v rozmezi 35. — 48. dne od

nasazeni dospélcu.
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Validovana data pro potieby metodiky:

Ptiprava vyvojovych stadii, zejména larev a kukel vychdzi z divodu vyvoje uvniti zrn pouze
z odhadu délky vyvoje daného sktidce v riznych teplotnich podminkach. Pro potteby ziskéani
ruznych vyvojovych stadii na pfipravu biotestu byl proveden valida¢ni laboratorni test, kde

byl pouzit laboratorni kmen pilouse ¢erného (Sitophilus granarius).

Metodika a material

Valida¢ni test byl provadén v laboratornich podminkach na laboratornim kmenu pilouse
cern¢ho. PouZzitym substratem v testech bylo zrno pSenice ozimé. Pied zaloZenim testu bylo
zrno vycCisténo a zbaveno prachu a ulomkii pomoci prosévani na automatické tfepacce na
sitech s okem velikosti 2x2 mm. Nésledné bylo zrno pfesuSeno v susarné pii teploté 65 °C po
dobu 3 hodiny. Po vychladnuti zrna bylo provedeno opétovné navlhéeni na 15 %. Nasledné
bylo zrno umisténo do plastovych nddobek. Kazda nadobka obsahovala 80 gramti zrna. Poté
bylo do kazdé nadobky umisténo 100 jedinct pilouse ¢erného o stari 7-14 dnti. Nadobky byly
uzavieny prodySnou tkaninou a umistény do klimatizované mistnosti. Po 7 dnech bylo
provedeno odstranéni dospélcii pilouse cerného znddobek a byla provedena kontrola
mortality. Zrno bez dospélcti bylo opét vraceno do nadobek a umisténo zpét do klimatizované
mistnosti. Nasledné bylo v pravidelnych intervalech 21, 28, 35, 42, 48, 55, 62 a 68 dni od
zaloZeni testu provadéna kontrola dolihnutych jedinct pilouse cerného, které se provadélo
vzdy na automatické prosévacce po dobu 2 minut na sitech o velikosti ok 2x2 mm. Test byl
proveden celkem ve 30 opakovanich. V pribéhu testu byla priméma teplota 25,8 °C (24,1 —
27,6 °C) a prumérna relativni vzdusna vlhkost 52,8 % (37,3 — 61,6 %) (Graf 1). Vysledky

byly dale vyhodnoceny a zpracovany.
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Graf 1. Priibéh teploty a relativni vzdusné vlhkosti ve validacnim testu.
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Pti kontrole dospélych jedinct pilouse Cerného po 7 dnech kladeni byla zjiSténa mortalita
v pruméru 1,6 %. Prvni dolihnuti dospélct v testu bylo zjiSténo pii kontrole po 48 dnech od
zaloZeni testu a nejvetsi mnozstvi dolihnutych jedinct bylo zjisténo jiz pfi kontrole po 55

dnech od zaloZeni testu (Graf 2).
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Graf 2. Prib¢h a mnozstvi dolihnutych dospélcii pilouse cerného ve validacnim testu.
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Validac¢ni test ukazuje rychlost vyvoje pilouse ¢erného v urcitych teplotnich a vlhkostnich
podminkéch. Z téchto vysledki lze vychazet v piipadé pfipravy biotestli. Pro zalozeni
kvalitniho biotestu s obsahem vSech vyvojovych stadii je nutné zalozit dospélce na kladeni
v riznych Casovych intervalech, tak abychom ziskali napadené zrno s riznymi vyvojovymi

stadii.
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2.3. Zalozeni biotestu

Kvalitn¢ ptipraveny biotest by mél obsahovat vSechna vyvojova stadia pouzitého skiidce, tak
aby se eliminovala citlivost n¢kterych vyvojovych stadii. Dale je dilezité pro odpovidajici
kvalitu kontroly vybrat druh Skudce, ktery nejlépe zarucuje kontrolu ucinnosti. V piipadé
kontroly uc¢innosti oSetifovanych zrnin patii mezi vhodné druhy vyuzitelné pro kontrolu skidci

vyvijejici se uvnitf zrna.

Pomiicky

» Upravena plastova nadoba z polypropylenu nebo obdobného materialu se
Sroubovacim uzaveérem a opatfena na spodni ¢asti a ve viku dostate¢né velkym
otvorem piekrytym prodySnou tkaninou (obr. 1) o0 maximalnich rozmérech: pramér
60 mm a vyska 70 mm.

» Napadené zrno s vyvojovymi stadii pilouse ¢erného (Sitophilus granarius).

Y

Entomologicka pinzeta

> Sito o velikosti ok 2x2 mm se dnem a vikem

Obrazek 1. Upravena plastova nddoba pro biotest.
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Postup pripravy

Nejdiive si ovétime, jak velké mnozstvi zrna se vejde do jedné nadobky biotestu, tak aby byla
plna. Nasledné¢ hmotnost vyd€lime tfemi a ziskame hmotnost dil¢iho vzorku pro napadené
zrno vajicky, larvami a kuklami. Dospélce pfi dame na konec do vzorku biotestu. Pro jednu

nadobku pouZzijeme 30-50 dospélcti. Nadobku biotestu uzavieme a mtizeme aplikovat.

17



3. Aplikace biotestu v silovych bunikach

Aplikace biotesti do silovych bunc¢k pro kontrolu ucinnosti oSetfeni je vzdy velmi
komplikovana. Jednim z diivodi je vysoky sloupec skladované komodity, ktery limituje
implementaci nejen biotestl, ale naptiklad i aplikaci vzorkovacich systému.

Pro uc¢innou kontrolu oSeteni je vhodné ¢ast biotestl umistit v celém prifezu skladované
komodity. Za timto tcelem je vhodné pouzit Ochranny kryt pro aplikaci biotestti do silovych
bunék (uzitny vzor 30545 ze dne 3.4.2017) (obr. 2). Toto jednoduché zatizeni umoznuje
aplikovat biotest v dobé napousténi silové bunky do vybranych mist v celém horizontu a

zéaroven efektivné ochranit tento biotest pred poskozenim.

18
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Obrazek 2. Kryt biotestu (uzitny vzor 30545 ze dne 3.4.2017)

—

—

3.1. Priprava biotestu pied aplikaci
Pted aplikaci biotestu je nutné provést dukladné kontrolu celého zafizeni, tak aby se ptedeslo

piipadné kontaminaci komodity opotiebenim nebo poskozenim zatizeni.

A) Zkontrolovat celistvost a pripadné posSkozeni obalu biotestu
» je nutné se zaméfit zejména na poskozeni sitoviny, poskozeni vicka nebo prasknuti

nadoby atd.

B) Zkontrolovat spravnost uzavieni biotestu
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» spravnym zasroubovanim vicka zamezime Uniku testovanych Skiadct, ktefi by mohli

po pfi Spatném uzavieni z nadoby biotestu uniknout.

C) Kontrola ochranného krytu a ocelového lanka
» pred pouzitim ochranného krytu je nutné zkontrolovat jeho celistvost a pfipadné
poskozeni, dale je nutné zkontrolovat pevnost piipojeni ochranného krytu
k ocelovému lanku a piipadné poSkozeni nebo opotiebeni ocelového lanka, tak aby
nedochazelo ke kontaminaci komodity kousky ocelového lanka nebo ¢astmi

ochranného krytu

D) Umistit nadobku biotestu do ochranného krytu a provést fixaci.
» nadobku biotestu vlozime do ochranného krytu a provedeme fixaci pomoci plastové
pasky, tak aby nedoSlo k samovolnému vypadnuti nadobky biotestu z ochranného

pouzdra.

3.2. Aplikace biotestu
Pro spravné umisténi biotestii v celém horizontu oSetfované komodity je nutné provést

aplikaci v ¢as. Tuto aplikaci lze provést dvéma zplsoby:

A) Aplikace biotestu pred naskladnénim

» pripravime si pozadovany pocet zkontrolovanych biotestd

» zahajime postupnou aplikaci biotestd, tak Ze spoustime jednotlivé biotesty na
ocelovych lankdch do pozadované vysky silové bunky, tak aby bylo zaruceno
monitorovani celého oSetfovaného horizontu komodity

» aplikace je zahajena vzdy biotestem umisténym ve spodni ¢asti silové bunky a kazdy
nasledujici biotest je umistén nad predchozim biotestem

» po umisténi biotestu do pozadované vysky upevnime pevné ocelové lanko, tak aby se

biotest nemohl uvolnit

B) Aplikace biotestu v prubéhu naskladnovani

» pripravime si pozadovany pocet zkontrolovanych biotestd
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» prvni biotest spustime do silové buiky jesté pred naskladinovanim, tak abychom
zajistili monitorovani ve spodni casti, a ocelové lanko pevné uchytime, tak aby se
biotest nemohl uvolnit

» zahajime naskladnovani silové bunky

Y

dle rychlosti naskladiiovani a zvolime intervaly aplikace nasledujicich biotestl
» aplikaci nasledujicich biotestii provadime spusténim do silové bunky az na aktualni
povrch komodity a ocelové lanko néasledné pevné upevnime, tak aby se biotest nemohl

uvolnit

Vzdalenosti mezi jednotlivymi biotesty je nutné zvolit dle vysky silovych bunék, ale obecné
by vzdalenost neméla pfesahnout 5 metr. V piipad€ nizkych silovych bun€k je nutné vzdy

biotest umistit minimalné ve spodni stfedni a vrchni ¢asti silové buriky.

Kontrolni vzorky biotestt

Ke kazdému pouzitému biotestu je dualezit¢ pouzit i kontrolni biotesty, které pomohou
vyhodnotit u€innost a zaroven odstinit piipadné pochybeni v aplikaci biotestl. Kontrolni
biotesty je dulezité ulozit v podobnych podminkach jako biotesty v oSetfovaném prostoru.
Idedlni je umisténi ve stejné budové pro zachovani stejnych podminek (zejména teplota).
Ovsem je dilezité zajistit, aby kontrolni biotesty nemohli pfijit do kontaktu s pfipravkem.
Daéle je nutné kontrolni biotesty chranit pred pfimym slunecnim zarenim a rychlou zménou

teplot, nebo teplotami ptesahujici 35 °C nebo naopak klesajici pod 5 °C.

Minimalni pocet pouzitych kontrolnich biotestii je 2 ks. OvSem pii vétSim poctu biotestl je
nutné i navysit pocet kontrolnich biotestti. M¢l by byt zachovan pomér 10:2 (tj. 10 biotesth

v oSetfovaném prostoru a 2 biotesty kontrolni).
3.3. Sbér biotestu

Sbéry biotestli je nutné provadét pii vyskladnovani silové bunky. Kazdy uvolnény biotest

z komodity 1ze pomoci ocelového lanka vytahnout ze silové bunky.
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Nikdy se nesnazime vytdhnout biotesty, které jsou stile umistény v komodité. Hrozi

pretrhnuti ocelového lanka, poranéni obsluhy nebo jina poSkozeni samotného krytu biotestu.

4. Vyhodnocovani biotestu po osetreni

Vyhodnoceni ucinnosti pomoci mortality pouzitych vyvojovych stadii skiidcii je posledni
krok, ktery nelze podcenovat a urychlit. Je dulezité dodrzet vSechny ptfedepsané postupy, tak

aby nedoslo ke zkresleni vysledk neopatrnym nakladanim se vzorky biotesti.

4.1. Vyhodnoceni mortality dospélcii

Vyhodnoceni u¢innosti pomoci kontroly mortality dospélcii je prvni krok, ktery 1ze provést a

zaroven ziskat prvni poznatky o u€innosti po oSetieni.

Pokud byly biotesty pouzity pro kontrolu G¢innosti fumigaci za pouziti toxickych plynii (napf.
fosforovodiku atd.), tak je nutné¢ nejdiive nechat biotesty odvétrat. Pred jejich dalSim
zpracovanim je nutné¢ zméfit koncentraci plynu uvolnovanou z biotestu a pokud hladina
koncentrace pievySuje povolenou mez, tak pokracovat v odvétravani do snizeni koncentrace

na povolené hygienické limity (dle aktualnich pravnich norem).

Pomiicky

Sito o velikosti ok 2x2 mm se dnem a vikem
Entomologicka pinzeta
Temperovand mistnost nebo termostat s teplotou 25 — 27 °C

Exikator s nastavenou vlhkosti 75 % (nasyceny roztok NaCl)

YV V ¥V V V

Petriho miska s oSetfenou sténou proti tiniku dospélct (Polytetrafluoroethylene

preparation 60wt % dispersion H20)

A\

Stereomikroskop nebo lupa

Y

Protokol o kontrole biotestu
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Pracovni postup

Pfipravime si sito se dnem a vikem. Sito nasadime na dno sita, otevieme nadobku biotestu a
nasypeme na sito. Nasledné ptiklopime vikem sita a zahdjime ru¢ni prosévani po dobu 1
minuty. Nasledné prosev pod sitem piesypeme na Petriho misku a pod stereomikroskopem
provedeme kontrolu mortality dospélct a jejich poctu. Pokud bylo pfi kontrole nalezeno méné
dospélct, nez bylo vlozeno do biotestli, tak prosévani opakujeme stejnym zptsobem. Do

protokolu zapiSeme pocet nalezenych dospélcti a stav: zivy - mrtvy (popiipad€ — tremor).

Obili zachycené na situ opét nasypeme do nadobky biotestu, uzavieme a vlozime do exikatoru

a umistime do temperované mistnosti.

4.2. Vyhodnoceni mortality vajicek, larev a kukel

Vyhodnoceni u¢innosti pomoci mortality vajicek, larev nebo kukel je u pilouse cerné¢ho
komplikovanéj$i nez u jinych druht skladistnich Skidct, ktetfi se vyvijeji v mezizrnovém
prostoru. U pilouse ¢erného dochazi k vyvoji uvnitf obilek, proto je velmi obtizné kontrolovat
mortalitu vajicek, larev nebo kukel. Za timto tUcelem se nechavaji vzorky v optimalnich

podminkach a kontroluje se mnozstvi vylihnutych dospélct v urcitych ¢asovych intervalech.

Pokud byl biotest ptipraven spravné dle metodiky, tak obsahuje rizna vyvojova stadia pilouse
cerného, kterd potfebuji rizné dlouhy ¢as pro dokonéeni vyvoje. Dal§im faktorem, ktery
ovliviiuje rychlost vyhodnoceni biotestu u téchto vyvojovych stadii je délka mezi ptipravou,
pouzitim a vyhodnoceni a také teplotni poméry ve kterych byl biotest pouzit. Proto je dilezité

hodnoceni porovnavat s kontrolnimi neoSetfenymi vzorky.

Pomiicky

» Sito o velikosti ok 2x2 mm se dnem a vikem
» Entomologicka pinzeta
» Temperovana mistnost nebo termostat s teplotou 25 — 27 °C

» Exikator s nastavenou vlhkosti 75 % (nasyceny roztok NaCl)
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» Petriho miska s oSetfenou sténou proti uniku dospélcti (Polytetrafluoroethylene
preparation 60wt % dispersion H20)
» Stereomikroskop nebo lupa

» Protokol o kontrole biotestu

Pracovni postup

Ptipravime si sito se dnem a vikem. Sito nasadime na dno sita, otevieme nadobku biotestu a
nasypeme na sito. Nasledné ptiklopime vikem sita a zahajime ru¢ni prosévani po dobu 2
minut. Nasledné prosev pod sitem pfesypeme na Petriho misku a pod stereomikroskopem
provedeme kontrolu poc¢tu dospélcti. Do protokolu zapiSeme pocet nalezenych dospélcti a stav:

Zivy - mrtvy.

Obili zachycené na situ opét nasypeme do nadobky biotestu, uzavieme a vlozime do exikéatoru

a umistime do temperované mistnosti.

Kontroly provadime 1x tydné a to po dobu, kdy v kontrolnich vzorcich nalézdme nové

vylihnuté dospélce. Maximalné vSak 10-12 tydnii od zalozeni biotestu.
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5. Souhrn metodickych doporuceni pro praxi

Pro zajiSténi vysoké acinnosti biotestu je nezbytné nutné:

» Pouziti kmene pilouse ¢erného nevykazujiciho zadnou odolnost
nebo rezistenci k pouzivanym pesticidiim.

» Pripravit biotest se v§emi ¢tyfmi vyvojovymi stadii — vajicko —
larva — kukla - dospélec

» Nevystavovat biotesty nepiiznivym klimatickym podminkam
(optimalni podminky od 15 °C do 30 °C)

» Provadét kontrolu fizenych atmosfér a fumigaci pomoci biotestt
pii kazdém oSetfovani.

» Pri oSetfeni provadét méfeni koncentraci plyni.

25



III. SROVNANI ,,NOVOSTI POSTUPU“

V soucasné dobé je v CR certifikovana metodika pro pouziti biotestdl pro fumigace
v téch prazdnych potravinatskych provozech, kde je majoritni Skiidce potemnik skladistni
(Tribolium confusum).

Certifikované postupy, které by popisovaly pouziti biotestii v oSetfovanych komoditach
uskladnénych v silovych bunkach chybi a nejsou k dispozici pro souc¢asnou praxi.

Metodika piedklada soubor novych informaci pro vytvofeni, aplikaci a vyhodnocovani
biotestii pouzitych pii kontrole ucinnosti oSetfovanych komodit uskladnénych v silovych

bunikach pomoci fizenych atmosfér nebo fumigaci.
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IV. EKONOMICKE ASPEKTY

A) Odhadované ekonomické prinosy pouziti biotesti

Ekonomické piinosy pouzivani biotesti vyplyvaji zejména ze zvySeni ucinnosti
aplikace fizenych atmosfér a fumigaci pouzivanych v silovych buikéach. Soucasnd praxe
nevyuziva tyto nastroje kontroly a pii snizené u€innosti ochrannych opatieni nema dostatecné
a rychlé informace k provedeni napravnych opatieni, kterd by dlouhodobé vedla ke
zkvalitnéni samotnych oSetieni. Samotna kalkulace vychazi z nakladi na oSetieni skladované
komodity (tj. pfipravek, spotfebni material atd.) a naslednych opatfenich (ndklady spojené s
¢isténim, vétranim atd.). Tyto nédklady se mohou pohybovat v rozmezi 0,50,- K¢ — 2,- K¢ na
kilogram komodity. V ptipad¢ snizené ucinnosti je nutné provést dalSi ochranna opatieni,
kterd zvySuji tyto ndklady.

ZvySenim ucinnosti aplikace fizenych atmosfér a fumigaci se predpokladd snizeni

nakladt v dlouhodobém ¢asovém horizontu o 10-20 % na jeden kg oSetfené komodity.

B) SniZeni rizika rezistence

Spatné osetiovani zejména pomoci toxickych plynt (napi. fosforovodik) vede ke
snizovani ucinnosti ochrannych opatfeni a k selekci rezistentnich populaci skladiStnich
Sktudcti. Rezistence je dnes velmi rozsifené celosvétové téma, které narusuje obchod
s komoditami. Proto je velmi diilezité provadét kvalitni oSetfeni a také kontrolu téchto zasaht.
Tato kontrola by méla napomoci odhalit v¢as nastupujici problémy a umoznit jejich feSeni

diive nez se vystupiuji.
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VII. PRILOHY

Priloha 1. Doporuceny format protokolu biotestu

Protokol k zapisu vzorkl biotestu

Pouzity pripravek (Gcinna latka):

Datum rozmisténi:

Datum sbéru:

Biotest C.

Lokalizace

10

11

Kontrolni vzorek

12

Kontrolni vzorek
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