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Anotace: Opylovaci jsou Vv prostiedi potencialné vystaveni piisobeni fadé pesticidi. Nejdulezité;si
skupina rizikovych latek pochazi z kategorie prostifedkti na ochranu rostlin (POR), které aplikuji
nejen zemédélci, ale i drobni zahradkari. Kazdy POR, pocinaje G¢innou latkou a konce jeho
konkrétni formulaci, prochazi velmi podrobnym a pfisnym hodnocenim, které v Evropské unii
(EU) vychazi z natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1107/2009. Ackoliv jsou pii
spravném zachdzeni negativni vlivy POR na zivotni prosttedi a necilové organismy
minimalizovany, nemizeme vylouc¢it mozné skryté Gc¢inky subletalniho charakteru. K identifikaci
skrytych vedlejSich G¢inkti napomahaji moderni analytické pfistupy, jako je aplikace
vysokokapacitnich metod. PfedloZzena metodika je zaméfena na hodnoceni vlivu subletalnich
davek pesticidlii na samotarské vcely s vyuzitim OMICS ptistupu. Pii hodnoceni rizik pesticidi je
jako modelovy druh opylovace dlouhodobé upfednostnovana vcela medonosna, zatimco
samotaiské veely stoji v pozadi. Pro experimenty a hodnoceni rizik je nutné si uvédomit zcela
odli$ny Zivotni cyklus a Zivotni strategie samotaiskych vcel V porovndni s vysoce socidlni véelou
medonosnou. Metodika obsahuje inovativni aspekty pro experimenty, jako je modifikovany
izolator, pfiprava rostlin pro expozici, nacasovani experimentu, sledovani distribuce aktivnich latek
¢i proteomicka analyza samotarskych vcel pro identifikaci skrytych G¢inki sledované latky nebo
jeji formulace. V této metodice byla jako modelovy druh vybrana samotaiska véela zednice rezava
(Osmia bicornis). Metodika je vSak aplikovatelna i na jiné, zejména ptibuzné druhy samotaiskych
véel. Metodika miiZze najit vyuziti v oblastech statni spravy, v soukromych laboratofich i ve
vyzkumné c¢innosti pifi hodnoceni environmentalnich rizik pesticidi na samotéiské vcely.
Metodicky postup muze potvrdit nebo vyloucit environmentalni rizika pii registraci novych
ptipravku nebo reevaluaci stavajicich pfipravki. Tato metodika ma proto potencial pro vyuziti pii
testovani novych latek uréenych na ochranu rostlin pted jejich registraci. V ptikladu provedeni byl
testovan vliv acetamipridu ve formulaci Careo ty¢inek. Byla hodnocena distribuce acetamipridu
V pidnim substratu a v rostling. V rostlinnych pletivech byl identifikovan rizikovy metabolit
acetamipridu IM-2-1. Proteomicka analyza vSak ukazala velmi malé nebezpeci acetamipridu pro
O. bicornis. Tento vysledek je v souladu s tim, ze acetamiprid byl EFSA vyhodnocen jako malo

rizikovy pro vcely a ma v EU registraci do 28. unora 2033.
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Title: Methodology for assessing the effect of sublethal doses of pesticides on solitary bees
employing the OMICs approach

Annotation: Pollinators are potentially exposed to a number of pesticides in the environment. The
most important group of hazardous substances comes from the category of plant protection
products (PPPs), which are applied not only by farmers but also by small gardeners. Each PPP
including the active substance and formulation undergoes a very detailed and thorough evaluation,
which is in the European Union (EU) based on Regulation (EC) No 1107/2009 of the European
Parliament and of the Council. Although the negative effects of PPPs on the environment and non-
target organisms are minimized with proper use, we cannot rule out possible hidden effects,
especially those of a sublethal nature. Modern analytical approaches, such as the application of
high-throughput methods, help to identify hidden side effects. This methodology is focused on the
evaluation of the effect of sublethal doses of pesticides on solitary bees employing the OMICs
approach. In the risk assessment of pesticides, the honey bee has long been preferred as a model
species of pollinator, while solitary bees stay in the background. The methodology contains
innovative aspects for experiments, such as a modified isolator, preparation of plants for exposure,
the timing of the experiment, monitoring of active substance distribution or proteomic analysis of
solitary bees to identify hidden effects of the test substance or its formulation. In this methodology,
the model of the solitary bee, red mason bee (Osmia bicornis), is considered. However, the
methodology is also applicable to other, especially related species of solitary bees. The
methodology can be used in areas of state administration, private laboratories and research
activities in the assessment of environmental risks of pesticides on solitary bees. The
methodological procedure can confirm or even eliminate environmental risks when registering new
products or reevaluating existing products. This methodology therefore has the potential for use in
testing new substances intended for plant protection before their registration. In an exemplary
embodiment, the effect of acetamiprid in a Careo sticks formulation was tested. The distribution of
acetamiprid in the soil substrate and the plant was evaluated. The hazardous metabolite
acetamiprid 1IM-2-1 was identified in plant tissues. However, proteomic analysis indicated a very
low risk of acetamiprid for O. bicornis. This result is in agreement with the fact that acetamiprid
has been assessed by EFSA to be a low risk for bees and is registered in the EU until 28 February
2033.
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1. Uvod

Samotatské véely hraji velmi vyznamnou roli v opylovani divokych i kulturnich rostlin a v fadé
piipadi jsou v ekosystémech nezastupitelné. Hodnoceni rizik pesticidli na samotaiské vcely se
vSak ve srovnani se véelou medonosnou a ¢melaky dosud provadély méné ¢asto. V posledni dobé
vsak ptibyly nové poznatky 0 vlivu pesticidi na samotaiské véely a doporuceni pro hodnoceni rizik
pesticidii na samotaiské vcely se stala soucasti metodickych dokumenti implementovanych na
narodni i nadnarodni Grovni. Ve srovnani se véelou medonosnou nebo ¢meldkem zemnim je
hodnoceni rizik pesticidii na samotaiské vcely spojeno s jistymi specifiky. Na véelu medonosnou
je totiz potieba nahlizet jako na superorganismus, ktery ma socialni a kastovni systém na nejvyssi
urovni. Také kolonie ¢meldka zemniho, ktery je Castym modelovym druhem, jsou vysoce

organizovangé, i kdyz nedosahuji tak vysoké urovné eusociality jako Vv ptipadé veely medonosné.

Pro identifikaci skuteénych rizik pesticidii je zdsadni prokdzat nebo vyvratit negativni
subletalni vliv konkrétnich posuzovanych ucinnych latek nebo pripravkl na necilovy organismus.
Podstatnym krokem je pfitom identifikovat na molekuldrni Urovni mechanismus ucinku
zodpovédny za pfipadny negativni Gc€inek pesticidu. Ovéteni je potifeba provést na vzorcich
ptipravenych v kontrolovaném experimentu s minimalizaci externich vlivii mimo testovanou latku.
Vysledky analyz vzorki z venkovniho prostifedi mohou byt totiz ovlivnény dal$imi proménnymi,
a ne pouze hodnocenou latkou nebo ptipravkem. Experimenty je potieba provadét u druht
samotatskych véel, u nichz lze zavést metodiku chovu. To zaruci ptipravu dostate¢ného mnozstvi
experimentalné srovnatelnych jedincl, a také ptipadné opakovani experimenti na obdobnych
reprezentativnich biologickych vzorcich pro potvrzeni vysledkd. Tato metodika je do jisté miry
inspirovana certifikovanou metodikou, kterd byla vytvotena pro potieby hodnoceni subletalnich
ucink pesticidti na véelu medonosnou [1]. Pro zna¢né mezidruhové odlisnosti, které ve velké mife
souvisi se stupném sociality, je vSak metodika pro samotaiské vcely podstatnym zplisobem

modifikovana.

2. Cil metodiky

Cilem metodiky je pfispét novymi prvky k hodnoceni rizik pesticidli na necilové organismy.
Konkrétni cilovou skupinou této metodiky jsou samotatiské véely. Samotéiské vEely maji odliSnou

zivotni strategii nez druhy Zijici ve vysoce organizovanych spolecenstvech (véela medonosna,

-1-
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¢melak zemni). Je tedy ziejmé, Ze rizika pro samotaiské véely mohou byt z tohoto divodu znaéné
odli$nd. Podstatné rozdily v citlivosti a odpovédi na pesticidy budou nevyhnutelné¢ odrazet
rozdilnosti v genetické vybavé, jejiz funkéni soubor predstavuji tisice exprimovanych proteint
neboli proteom a dalsi funk¢éni molekuly znamé jako metabolom. Cilem metodiky tedy bylo co
nejvice uzpusobit postupy pro testovani vlivu subletalnich davek pesticidii s vyuzitim OMICs
technologii na zvoleny modelovy druh samotaiské vcely, zednici rezavou (Osmia bicornis). Tato
samotarska vcela je pomérn¢ dost rozsifena, a dokonce je vyuzivana komer¢né k opyleni. Proto ji
lze povazovat za dobie dostupny a vhodny modelovy druh samotaiské véely pro experimenty.
Rozsifeni této metodiky na dalsi druhy samotarskych véel je v8ak s vyuzitim obecné platnych
principu a postupt této metodiky realné bez podstatnych odchylek. Zamétili jsme se na testovani
subletalnich davek v realné expozici. Je tfeba zdiraznit, ze negativni vliv subletalnich davek
nemize byt prokazan, pokud je hodnoceni provadéno béznymi postupy, jako je zjistovani akutni
toxicity. Metodika je cilena pfedev§im na odborniky z oboru ekotoxikologie a ochrany rostlin.
Prakticky vyznam ma vs8ak také pro péstitele, Ktefi vyuZzivaji samotatské v¢ely pro opyleni plodin.
Pé&stitelé totiz aplikuji prostfedky na ochranu rostlin (POR), které mohou ptedstavovat rizika pro

opylovace zahrnujici také samotéiské véely.

3. Vyznam samotaiskych véel a rizika plynouci ze zemédélské ¢innosti

Vice nez 80 % voln¢ rostoucich rostlin profituje ze vzajemné spoluprace s zivo¢isSnymi opylovaci.
Zachovani opylovaci sluzby je klicovym prvkem pro udrZeni ekosystémi a biologické
rozmanitosti. Hmyzem zprostifedkované opyleni hraje vyznamnou roli pfi produkci vice nez 70 %
plodin, které zahrnuji zejména ovoce, ofechy, olejniny, pfadné rostliny a zeleninu. Opyleni
hmyzem se odrazi vyznamnym nebo dokonce podstatnym zpisobem na vynosech fady plodin [2—
5]. Zajisténi udrzitelného opyleni mnoha druhfi rostlin se vztahuje k Umluvé o biologické
rozmanitosti (Convention on Biological Diversity, CBD), ktera patfi k nejvyznamnéj$im
mezinarodnim mnohostrannym umluvam v oblasti Zivotniho prostfedi. Pocatek jeji platnosti se
datuje jiz do roku 1993 [6]. Iniciativa ochrany a udrzitelného vyuzivani opylovact byla formalné
ustanovena rozhodnutim V1/5 ptilohy II Konference smluvnich stran v roce 2002 a je postavena na
Ctyfech soucastech a jejich podpurnych ¢innostech [7]. Ramec pro iniciativu byl vytvofen
s ohledem na doporuceni Saopaulské deklarace o opylovacich, ktera se konala v roce 1998. Diliraz

je kladen na vyuzivani opylova¢i, hlavng véel, vzemédélstvi [8]. Umluva o biologické

-2
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rozmanitosti zdtraznila mimo jiné vyznam opylovact a ekosystémovych sluzeb pro dosazeni fady
cili Organizace spojenych narodtt (OSN) v oblasti udrzitelného rozvoje a propojeni s jeho
ekonomickou a socialni oblasti. Tyto iniciativy jsou v ramci Programu OSN pro zivotni prostiedi
(United Nations Environment Programme, UNEP) [9, 10]. Pfimo na urovni EU jsou

implementovany strategie v oblasti rozmanitosti s vyhledem implementace pro rok 2030 [11].

Nejznaméjsim a nejvice vyuzivanym opylova¢em kulturnich rostlin a zemédélskych plodin
je domestikovana vcela medonosna (Apis mellifera) [12]. Komer¢ni vyuziti véely medonosné pro
opylovani monokultur je povazovano za prakticky nepostradatelné [13-15]. VEela medonosna v§ak
neni v n¢kterych pfipadech nejvhodnéjsim opylovacem [12]. Proto jsou misto ni vyuzivana
komeréné produkovana hnizda ¢melakd, zejména ¢melaka zemniho (Bombus terrestris) [16, 17].
Umistovani komer¢nich ¢melakt do volné piirody vSak piinasi také sva rizika, jako je ovlivnéni
lokalnich pfirozenych populaci ¢melakt [18]. Proto bychom neméli zapominat, Ze piirozené
vytvofena spolecenstva opylovact jsou nejlepsim feSenim vzhledem k biodiverzité. Pozitiva lze
navic spatiovat také z ekonomického hlediska. Primérnou piidanou hodnotu volné Zzijicich véel
pro hmyzem opylované (hmyzosnubné) plodiny lze vy¢islit ptiblizné na 3 tisice americkych dolart
na hektar [19]. Rizika ohrozujici ptirozené, ale i komeréné pouzivané opylovace, je potieba
eliminovat. Tato potfeba je zakotvena v legislativé, kterd je implementovana pii registracich
ucinnych latek i jejich formulaci — POR. Pozadavek na eliminaci rizik POR na relevantni necilové
organismy a prostiedi zahrnuje nafizeni komise EU ¢. 1107/2009 [20], podle kterého se fidi
schvalovani POR. Clenské staty EU musi mit dle ¢l. 4 smérnice EP a Rady 2009/128/ES narodni

akeni plany, jejichz uc¢elem je dosazeni udrzitelného pouzivani pesticida [21].

Studie ukazaly, ze k produkci fady kulturnich a zemédélskych plodin vyznamné piispivaji
pfirozend spolecenstva samotaiskych vcel. Samotarské vcely jsou V nékterych piipadech
efektivity opyleni véelu medonosnou. Je vsak potieba brat v ivahu konkrétni plodiny nebo
dokonce odridy [23, 25]. Vyznam samotaiskych vcel, podobn¢ jako ¢melakt, se zvySuje
v ptipadech, kdy neni k dispozici opylovaci sluzba véely medonosné. Limitujicim faktorem je
venkovni teplota, protoze véela medonosna neléta pii teplotach pod 12 °C. Uvadi se, Ze ¢melaci a

jarni druhy samotaiskych vcel jsou aktivni i pii chladngjsich a destivych dnech [26-28].
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4. Vlastni popis metodiky

Vlastni metodika je zaloZena na inovativnim piistupu, jehoz aplikaci v praxi je mozné ziskat data
pro hodnoceni realistickych rizik pro opylovace. Ziskani takovych dat je nezbytné pro prokazani

nebo vyvraceni negativnich ucinkd pesticidi nebo formulovanych ptipravki na samotatské vcely.

Nize uvedeny standardni metodicky postup miize byt dle potfeby modifikovan. Zmény se
mohou dotykat zejména modelového druhu samotaiské véely. Dal§im kritickym faktorem, ktery
muze ovlivnit standardni provedeni, je testovana latka nebo piipravek. V tomto piipadé je pii
navrhu biologického experimentu nutno brat v avahu mechanismus té¢inku a fyzikalni a chemické
vlastnosti u¢inné latky a ptipravku. Velmi podstatnym faktorem je zptisob pouziti pfipravku, tedy

zda se jedna o systémovy, pozerovy ¢i kontaktni pesticid.

4.1.1. Vybér latky nebo POR pro hodnoceni

Pfi vybéru vhodné latky nebo POR pro hodnoceni rizik mizeme vychézet z aktualnich potieb
spole¢nosti a odpovédnych organt. Pro pfiklad mizeme uvést pomérné znamou a stale aktualni
potiebu hodnoceni rizik neonikotinoidd na véely, jejichZ omezeni pouzivani se vyznamné dotyka

zemi EU.

Kazdd ucinnd latka a konkrétni formulace — POR musi v ¢lenské zemi EU projit
schvalovacim procesem v souladu s nafizenim Rady ¢. 1107/2009 [20]. Nafizeni bere v uvahu také
dobu platnosti povoleni, pfi¢emz musi byt umoznén piezkum. Clensky stat miize po posouzeni
povoleni odejmout, zménit nebo rozhodnout o neobnoveni. Pfi hodnoceni rizik se zvazuje i¢innost
jak na cilové organismy, tak negativni ucinek na plodiny a jejich produkty, vliv aplikaci a rezidui
Z nich plynoucich na zdravi lidi, necilovych organismt (zivoc¢ichd, rostlin, mikroorganismi) a
zivotni prostfedi. Navic je zvazovan osud a distribuce U¢inné latky a metabolitd v zivotnim
prostiedi [20]. Soucasti posouzeni je hodnoceni dopadu téchto latek na necilové organismy a dle
nafizeni EK ¢. 546/2011 [29] se bere pii hodnoceni v uvahu piedevsim toxicita pro nejcitlivéjsi
relevantni testovany organismus. Pfi hodnoceni je zvazovan i1 pokrok v analytickych metodach a

ve védeckém poznéni.

V souladu s natizenimi Komise EU ¢. 1107/2009 [20] a ¢. 546/2011 [29] vyuziva tato
metodika nejmodernéjSich analytickych pfistupti pro sledovani osudu testované latky a jeji

distribuce v prostfedi. Zarovenn je v metodice pocitino s moznosti analyzy pomoci

-4-
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vysokokapacitniho OMICs pfistupu. Pravé samotaiské vcely mohou navic predstavovat citliveé)si
organismy pro hodnoceni rizika né€kterych POR a t¢innych latek, nez je tomu u organizovanych
spoleCenstev vCely medonosné a ¢meldka, kterd citaji fddoveé nékolik set nebo dokonce tisice

jedinci.
4.1.2. Experimentalni izolator

Pro provedeni biologického experimentu byl navrzen izolator (obr. 1), ktery tvoii dvé oddélené
Casti — predsinka a experimentalni prostor. Piedsiiika slouzi jako pojistka proti tniku jedinct
z izolatoru. V piipadé samotaiskych veel totiz pracujeme s pomérné omezenym poctem dospélych
jedinct a ztrata kazdého z nich zptisobend unikem z experimentalniho prostoru muize byt citelna.
Predsiiika umoznuje vstup pracovnika do experimentalniho prostoru v priab&hu experimentu, napft.
pti odbéru vzorkl. Pokud samotatska véela unikne, dostane se do prostoru predsiiiky, odkud miize

byt navracena zpét do experimentalniho prostoru.

Obrazek 1. Izolator pro experimenty se samotaiskymi vcelami. Pfedsinka izolatoru slouzi jako
pojistka v piipadé uniku samotaiské véely z experimentalniho prostoru, coz se miize stat pii vstupu
do experimentalniho prostoru, ale také malym otvorem, napt. u zipu. Zakladni rozméry izolatoru

(%

jsou: 1,5 m (sitka), 3 m (délka), 2 m (vyska uprostied), vyska na boku je 1,8 m. Na dné izolatoru

je podlazka. Konstrukce je vyrobena znerezového materialu. Potah byl vyroben firmou
FAMTENTS & RENTS s.r.0.
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4.1.3. Biologicky material — samotaiské véely a rostliny

Biologicky material dle metodiky piedstavuji: @) modelovy druh samotaiské véely a b) modelova
rostlina. Rostlina slouzi v¢éelam jako zdroj zivin, ale také pro expozici POR nebo jeho aktivnim

slozkam.

a) Samotdiské véely. Pro experimenty jsou potieba kokony experimentalniho druhu
samotarské vcely. Nejvhodnéjsi druhy samotaiskych vcel jsou ty, které Ize snadno chovat.
Diulezitym parametrem je také obecné dobra znalost biologie daného druhu a snadna
klasifikovatelnost do druhu podle kokonu. Vhodnymi experimentalnimi druhy
samotaiskych véel se proto jevi zednice rezava Osmia bicornis (diive O. rufa) a zednice
rohatda Osmia cornuta. Tyto druhy také navrhl Evropsky tfad pro bezpecnost potravin
(EFSA) jako modelové testovaci organismy vhodné pro pouziti v hodnoceni rizik pesticidl
vramci EU [30]. Kokony téchto druhi zednic lze zakoupit v zahrani¢i, napiiklad
v Némecku Dr. Schubert Plant Breeding (http://www.mauerbienen.eu/) nebo v Polsku u
spole¢nosti BioDar (https://www.biodar.com.pl/). Po zakoupeni nasady lze produkovat
vlastni kokony, které se zazimuji uskladnénim pii 4 °C. Pti této teploté se kokony udrzuji
do zahajeni experimentu. Pti planovani experimentu je potieba brat v avahu, ze O. bicornis
i O. cornuta jsou jarni druhy, a proto je vhodné provadét experimenty v obdobi duben—
cerven. Pozdéji provedené experimenty, zejména az Vv Srpnu ¢i v zafi, mohou byt zatizeny
ptilis dlouhym, tedy nefyziologickym setrvanim kokonu v klidovém stavu. Protoze je vzdy
porovnavana kontrola s expozici, tak i vysledky v pozdnim 1ét¢ budou mit svou specifickou

vypovidajici hodnotu.

Dulezitym faktorem pii vybéru druhu pro experimentalni testovani je znalost biologie
daného druhu a popsany genom, alternativné jen hruby genom (draft genom) nebo transkriptom.
V ptipadé molekularné biologickych analyz, jako je vysokokapacitni proteomicka analyza, je totiz
potfeba mit k dispozici sekvence pro vyhodnoceni dat. Databazi pro vyhodnoceni dat lze
konstruovat z anotovanych sekvenci, ale i z hrubych dat genomu nebo transkriptomu [31-34].
V ptipadé¢ sledovani konkrétnich vybranych markerd, je potieba mit k dispozici také sekvence

k navrzeni primert (pro gPCR) nebo vybrani prekursort (pro cilenou proteomiku).

Z hlediska vyse uvedeného pozadavku na znalost genomu je v soucasné dobé vhodnym

modelovym druhem samotaiské véely O. bicornis [35]. Genom této samotaiské véely je totiz

-6-
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k dispozici (GenBank: Genom — MPJT00000000; RNAseq data: SRP065762) a navic je

anotovany. Obdobna data vsak nejsou v soucasné dob¢ k dispozici pro O. cornuta.

POZN. Praktické vyuZiti samotaiskych véel. Samotaiské véely se v nékterych zemich
(USA, Japonsko) chovaly za tcelem opyleni jiz v polovin¢ 20. stoleti. Jedna se o zednice (rod
Osmia) a ptibuznou ¢alounici vojtéskovou (Megachile rotundata). V praxi se ¢alounice vojtéskova
vyuziva K opyleni vojtésky ve Spojenych statech (USA) a v Kanadé. Ovocné stromy, jako
mandlong, jabloné a tée$né, opyluji zednice O. lignaria, O. cornuta (druh dovezeny z Evropy) a O.
cornifrons (druh dovezeny z Japonska). V Japonsku se O. cornifrons pouziva pro opyleni jabloni
a tfesni jiz od 40. let 20. stoleti, zatimco ve Spojenych statech se vyuziva také k opyleni borivek
na komer¢nich plantazich. V jiznich statech USA se pro tento ucel chova O. ribifloris [36-38].
V Evropé byly zkoumany moznosti opylovani ovocnych stromi O. bicornis a O. cornuta. U O.
bicornis byl zkouman potencial pro opylovani ovocnych stromt, jahodniku a fepky olejky. Ke
komer¢nimu vyuZiti zednic pro opylovani ve stiedni Evropé vSak prakticky nedoslo [39, 40]. Ve
Vyzkumném ustavu picninaiském v Troubsku byla v 80. letech 20. stoleti vypracovana metodika
podpory populaci samotaiské véely trnocelky hladké (Rhophitoides canus), také nazyvané

Sedosrstka tolicova, za Gi¢elem opylovani vojtésky [41, 42].

b) Modelové rostliny. Pfi vybéru rostliny je potieba brat v avahu upotiebitelnost
z experimentalniho hlediska. Je potieba zvazovat relevantnost rostliny pro zvoleny druh
samotaiské vcely. Rostlina by méla byt snadno péstovatelna. Je nutno si uvédomit, Ze je
potieba naCasovat kvét rostliny a umistnéni kokoni do izolatoru. Velmi vhodnymi
rostlinami jsou svazenka vraticolista (Phacelia tanacetifolia) ¢i fepka olejka (Brassica
napus subsp. napus). V ptipadé fepky volime samoziejmé jarni typ. Ob¢ rostliny jsou

v Cesku i jinde v Evropé b&zné& péstovany, a navic vynikaji bohatym kvétem.

Pro péstovani rostlin se pouzije zasadné substrat bez rezidui pesticidi. MuZzeme pouZit
biosubstrat nebo substrat, ve kterém pied experimentem ovétime pfitomnost rezidui pesticidu.
Rezidua pesticidii je vSak vhodné ovétovat i pro biosubstrat. Pokud by se v substratu nachazela
rezidua nékterych pesticidi, mohlo by dojit k ovlivnéni kone¢ného vysledku hodnoceni rizika
konkrétniho POR nebo uc¢inné latky zdivodu potencidlniho synergického, aditivniho ¢i

antagonistického efektu. Na péstebni substrat naneseme vrstvu jilu.
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4.1.4. Pribéh experimentu

4.15.

1. Do izolatoru umistime kvétniky s modelovou rostlinou, ktera je na pocatku kvétu.

2. Dle typu pouziti (systémovy, kontaktni, pozerovy) aplikujeme POR, samotnou ti¢innou
latku, piipadné jednotlivé slozky formulace. Aplikace se provadi na rostlinu nebo do

substratu.

3. Do izolatoru umistime domecek pro samotaiské vcely a také nadobu s pitnou vodou.
Nadoba s vodou musi byt upravena tak, aby nedochazelo k utopeni vcel, tedy napf.

umisténim plovaku na vodni hladinu.

4. Do izolatoru umistime kokony samotaiské vcely. Alternativné umistime do izolatoru

cerstvé vylihl¢é jedince.

5. V prubéhu experimentu se provadi periodicka zalivka rostlin pitnou vodou.

Sbér vzorku

6. Vzorky odebirame Vv prib&éhu nebo jen na konci experimentu. Zalezi na konkrétnim

navrhu experimentu.

7. Odebereme vzorky samotaiskych vcel. Jedince umisténé do vzorkovnic okamzité po
odbéru zmrazime na suchém ledu. V¢ely si miizeme pro snadnéjsi umisténi do vzorkovnic

piispat v atmosféte CO2 (napf. v krabici se suchym ledem).

8. Pro sledovani distribuce testované latky odebereme zeminu a ¢asti rostliny. Tyto vzorky

je vhodné odebirat ihned po odbéru samotaiskych véel (viz bod 7).

POZN. Pii odbérech vzorkd pracujeme vzdy V jednordzovych rukavicich a vzorkd se

zasadné nedotykame holyma rukama. Z diivodu eliminace rizika kiizové kontaminace odebirame

vzorky nejprve v kontrolnich izolatorech.

4.1.5. Analyzy vzorku rostlin a zeminy

9. Zmrazené vzorky zeminy a rostlin lyofilizujeme. Vyhoda lyofilizace spoc¢iva v tom, ze
nemusime v jiném dilu vzorku separatné zjiStovat obsah vody pro piepocty vysledkd na

susinu. Eliminujeme tak krok, ktery miize zanést do pfepocti neptesnost.

-8-
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10. Lyofilizované vzorky zvazime. V uzavienych vzorkovnicich je uchovavame zmrazené

Vv hlubokomrazicim boxu.

11. Vzorky analyzujeme kvantitativni metodou na distribuci sledované ucinné latky.
Distribuce se muze tykat jedné i vice latek. Vhodnymi analytickymi metodami jsou LC-
MS/MS nebo GC-MS/MS. Pro spolehlivou kvantitativni analyzu jsou zapotiebi validované
metody pro konkrétni analyty. Metody pro ruzné analyty se mohou vzhledem K jejich

fyzikalnim a chemickym vlastnostem znac¢né lisit.

12. Podle potieby sledujeme v matricich také metabolity matefské latky. Pokud jsou
metabolity znamé, tak je analyzujeme cilenou analytickou metodou jako LC-MS/MS nebo
GC-MS/MS.

13. Metabolity mizeme analyzovat také pomoci necilené analyzy pomoci vysokorozliSovaci
hmotnostni spektrometriec LC-MS/MS nebo GC-MS/MS. Pomoci této analyzy dokazeme
pomérné spolehlivé identifikovat latky, které maji hmotnostni spektra ulozena v databazi.
I tak je vhodné identitu sledované molekuly ovéfit pouzitim analytického standardu, pokud
je kdispozici. Pomér mateiské latky a metabolitu lze urcit z kvantitativnich hodnot
ptepoctenych na molekulovou hmotnost. Alternativné mizeme pro odhad pomérného
zastoupeni matefské latky a metabolitu vyuzit jejich intenzit z dat hmotnostniho
spektrometru. Dalsi metabolity Ize predikovat ze souboru MS/MS spekter. Pro spolehlivou

identifikaci je vSak potfeba neznamou latku izolovat a charakterizovat.

4.1.6. Analyzy vzorki samotaiskych vcel

Vzhledem ke kratkovekosti samcti, 1ze analyzu chronického efektu provadét pouze na vzorcich

samic.

14. Vzorky samotaiskych vcel analyzujeme na zmény piepisu genetické informace v ramci
jedince. Vhodnymi metodami, které ukazou komplexni pohled na zmény, jsou
vysokokapacitni proteomicka a transkriptomickd analyza. Piipadné muzeme vyuzit

kombinace téchto dvou pfistupi.
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15. Pro konkrétni situace a na zakladé ptredchozich vysledkii mizeme zvazovat také
kompartmentalizaci vzorka samotaiskych vcel, tzn. detailngjsi analyzy mizeme provadét

po jednotlivych ¢astech téla nebo organech (hlava, hrud’, zadecek, stievo, tykadla atd.).

4.1.7. Interpretace dat

16. Zvazujeme distribuci a kvantitu mateiské latky v rostliné a piipadné v zeminé. Velmi
vyznamnym vysledkem vSak mutize byt vznik potencidlniho metabolitu V rostliné nebo
zeming, ktery by mohl ptedstavovat riziko pro vcely. Pokud byly analyzovany vzorky
odebirané v pribéhu experimentu (¢asova osa), vyhodnotime zmény v obsahu sledovanych
latek v zavislosti na dob¢ od aplikace. Vzdy hodnotime, do jaké miry byla zvolena expozice

konkrétni latce nebo konkrétnimu POR realisticka vzhledem k aplikaci v praxi.

17. Zmény mezi kontrolnimi a exponovanymi vzorky véel musi byt signifikantni alespon na
hladin¢ vyznamnosti 0,05. Validitu identifikovanych individualnich rozdilt ziskanych ze
standardniho vyhodnoceni pro vysokokapacitni data v programu ovétime také ruéné tak, ze
naméiené hodnoty prohlédneme jednotlivé alesponi pro vybrané markery. Ovéfujeme pocet
identifikaci (hitt) na jednotlivé vzorky. Nékteré markery mohou totiz vykazovat rozdily
kvalitativniho charakteru, resp. marker byl, nebo nebyl detekovan. Zaroven mizeme narazit
na detek¢ni limity pouzitych metod. I pies pouziti velmi citlivych a pfesnych metod je nutno
brat v potaz mozné limitace. Dalsi limitace mizou mit sviij ptivod ve zvoleném vzorku.
V této metodice jsou analyzovanymi vzorky dospélé vcely. Pokud by se v nich nebo jejich
kompartmentech neprojevily vyznamné zmény, nemtzeme vyloudit ptipadny vliv na jiné

stadium.

18. Identifikované rozdily v markerech zvazujeme vzhledem k jejich intenzité. Pokud je
identifikovano vice markerti, je nutné vyhodnotit jejich souvislosti. Celkové hodnotime,

jaky dopad mtzou mit sledované zmény na fyziologii modelového organismu.

-10-
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4.1.7. Schématické znazornéni metodického postupu

Obrazek 2. Zjednodusené schematické znazornéni metodického postupu.

Vybér pesticidu
a. I. / formulace
Biologicky
material
Zahajeni
experimentu
ODBER
VZORKU
Zdroj pesticidu Samotariskeé
(zemina, rostlina) vcely
ANALYZA ANALYZA
LC(GC)-MS/MS OMICS
Distribuce t Identifikace marker(, které
materskych latek expozice ovliviiuje
Metabolismus Identifikace ovlivnénych
materské latky biochemickych drah

INTERPRETACE DAT
Zhodnoceni souvislosti mezi expozici latkou/POR
a vysledky vysokokapacitnich analyz.

5. Priklad provedeni metodiky

A. Testovany pesticid:

o Hodnocend ucinna latka: acetamiprid (ve formulovaném ptipravku)

Komentar: Ze skupiny neonikotinoidt bylo v EU ptivodné povoleno pét uc¢innych latek. Jednalo se
0 imidakloprid, thiamethoxam, klothianidin, thiakloprid a acetamiprid. Prvni tfi jmenované
neonikotinoidy jsou pro vcely vysoce toxické. Evropska komise (EK) na zakladé zpravy EFSA od
roku 2013 zasadné¢ omezila pouzivani imidaklopridu, thiamethoxamu a klothianidinu [43].

Nasledn¢ EK zakaz téchto neonikotinoidl potvrdila natizenimi z roku 2018 [44-46]. V roce 2020

-11-
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nebyla ¢tvrtému neonikotinoidu, thiaklopridu, obnovena registrace v EU [47]. Rozhodnuti bylo

provedeno na zakladé zavéri EFSA [48]. Jedinym povolenym neonikotinoidem v EU je

V soucasnosti acetamiprid, ktery ma platnou registraci do 28. tinora 2033 [49]. Hodnoceni rizik

acetamipridu a jeho formulaci je stale aktualni.

Formulace pripravku. Careo

Typ prostiedku: Careo® combi ty¢inky proti $kéidcim, neprofesionalni baleni POR
Druh a mnozstvi ucinné latky: acetamiprid 40 g/kg (4 % hmotnosti)

Baleni: PAP blistr 20 ty¢inek po 1,25 ¢

Urceni pouziti: Piipravek neni urCen pro aplikaci oSetfeni plodin uréenych ke
konzumaci a ke zkrmovani. Pfipravek je navic mozné aplikovat pouze do kvétinaca a
truhlik. Na etiketé bylo uvedeno, ze MRL (maximal residue level) neni potieba
stanovovat.

Vyrobce ucinné latky: Nippon Soda Co. Ltd., Tokyo, Japonsko

Vyrobce pripravku a drzitel rozhodnuti o povoleni: Scotts Celaflor Handelsgesellschaft

m. b. H., Salzburg, Rakousko

Komentdr: Pouzita formulace piipravku Careo® combi tyginky byla vybrana vzhledem k tomu, Ze

Ji bézné pouzivaji zahradkafi a uréeni je pro pouziti na ochranu okrasnych rostlin. Okrasné rostliny

napi. na balkonech i zahradkadch miizou navstévovat veely, véetné samotaiskych vcel. Pfipravek je

zejména proti molicim, Stitenkam, housenkam, msicim ¢i ¢erveum.

Vysledky hodnoceni rizik acetamipridu a tohoto jeho formulovaného ptipravku mohou

prispét k ovéteni spravnosti rozhodnuti o malé rizikovosti této Gc¢inné latky pro vcely [49].

B. Biologicky material:

Rostlina: svazenka vraticolista (Phacelia tanacetifolia)

Svazenka byla péstovana v truhlicich Nohel Garden Anthea (rozméry: d = 100 cm x §
=45 cm x v =40 cm). Do kazdého truhliku bylo umisténo 100 | biologického (100%)
predhnojeného raselinového substratu All Mix 501 (Biobizz Worldwide SL, Legizamon,
Spanélsko). SloZeni substratu: 20 % raseliniku, 35 % zahradni raseliny, 10 %

organického hnojiva (zizali trus), 30 % perlitu a 5 % BioBizz Pre-Mix.

-12 -
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Komentdr:. Svazenka byla péstovana Vv truhlicich od 1. biezna 2021 a pro zahajeni experimentu

byla pripravena na zacatku Cervna.

e Druh samotdiské véely: zednice rezava (Osmia bicornis)
Kokony samotafskych vcel pochdzely od firmy Dr. Schubert Plant Breeding
(Landsberg, Némecko). Kokony byly do zahajeni experimentu skladovany pii 4-5 °C.

C. Zahajeni experimentu:

e Do izolatord byly umistény dva truhliky se svazenkou, ktera byla na pocatku kveteni.

e Tii dny pied umisténim véel/kokoni do izolatora (1. Cervna) byly do substratu
aplikovany ty¢inky. Byly aplikovany vzdy 2 ty¢inky s rozestupem 15 cm po délce a 13
cm po Sitfce truhliku. Do truhliku bylo tedy aplikovano celkem 20 tyCinek.

e Experiment byl zahajen vlozenim 30 kokont do izolatorti dne 4. ¢ervna.

D. Ukonéeni experimentu a shér vzorki:

e Vzorky vcel byly sbirany 17. Cervna.

e Pro sbér vcel byly pouzity plastové krabicky, do kterych byly véely jednotliveé
odchyceny. Plastové krabicky byly ptikryty papirem a jejich vloZenim do polystyrénové
krabice se suchym ledem na pfiblizné¢ 20 sekund byly vcely pfispany. Nasledné byla
kazda vcela vlozena do zkumavky typu eppendorf a zamrazena na suchém ledu.

e Po odebrani vzorkii vCel byly odebrany reprezentativni vzorky substratu a rostlin.
Substrat byl odebran v mistech mimo aplikaci ty¢inek. Odebrany rostlinny material
Cinily listy a kvéty. Odebrané vzorky substratu a rostlin byly mrazeny a nasledné
lyofilizovany a zvazeny.

e Vsechny vzorky byly skladovany pii —80 °C do zpracovani na analyzy.

E. Provedené analyzy vzorki:

e Lyofilizované vzorky zeminy, listi a kvéta rostlin byly analyzovany validovanymi
metodami spole¢nosti ALS Czech Republic, s. r. 0., za pouziti UPLC-MS/MS
(ACQUITY UPLC I-Class; XEVO TQ-XS — Waters, Milford, MA, USA). Metody byly
pouzity napt. ve studiich Seifrtova et al. [50] a Kadlikova et al. [51]. Krom¢ této
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mateiské latky acetamipridu bylo ovéfeno, Ze se Vv experimentalnich matricich
nevyskytovala rezidua jinych pesticidu.

Stejné extrakty, které byly analyzovdny cilenou metodou na pesticidy vcetné
acetamipridu (viz vyse), byly podrobeny analyze pomoci vysokorozliSovaciho
hybridniho hmotnostniho spektrometru metodou UHPLC-MS/MS (Thermo Dionex
Ultimate 3000; QExactive — Thermo, Waltham, MA, USA) ve full-scan data-dependent
MS? modu. Vysledky byly vyhodnoceny v prostfedi Compound Discoverer 2.1.
(Thermo). Kromé matetskych latek byly hledany potencialni metabolity matetské latky
acetamipridu.

Samice samotaiskych vcel byly analyzovany zavedenym vysokokapacitnim
proteomickym ptistupem, viz napf. studie Erban et al. [33, 34, 52]. Homogenizace byla
provedena v Potter-Elvehjem sklenénych homogenizérech s teflonovym pistem. Véely
byly homogenizovany ve 100 mM triethylammonium bikarbonatovém pufru s 2% (w/v)
obsahem deoxycholatu sodného. Pfipravené trypsinové Stépy byly analyzovany na
pfistrojovém vybaveni nanoLC-MS/MS (Thermo Dionex Ultimate 3000; Orbitrap
Fusion — Thermo, Waltham, MA, USA). Vysledky byly vyhodnoceny V prostredi
MaxQuant [53] a Perseus [54], pfi¢emz byla pouzita aktualni RefSeq [55] databaze pro
dany taxon (taxonomy id: 1437190) ptistupna v NCBI. Celkovy pocet sekvenci
pouzitych pii vyhodnoceni hrubych proteomickych dat byl 24 839. Databaze byla
aktualni ke dni 2. prosince 2021.

F. Vysledky:

Distribuce acetamipridu:

Ve vSech tiech matricich (pidni substrat, listy, kvéty) bylo provedeno a ziskano Sest
vysledkd pro kontrolni i acetamipridem exponovany izolator. Vysledky v tabulce 1
ukazuji, Ze obsah acetamipridu na susinu byl nejvétsi v listech a piiblizné 16,6krat
mensi byl v kvétech. V piidnim substratu byl obsah acetamipridu pii hodnoceni na
susinu piiblizné 0,15 mg/kg. Tyto vysledky ukazuji, ze acetamiprid je Vv rostliné velmi

dobfte distribuovan z ptadniho sustratu.

-14 -



Tomas Erban a kol. — Subletalni viiv pesticidii na samotarské vcely ©

%

Tabulka 1. Obsah acetamipridu Vv jednotlivych vzorcich a praméry vysledku se

smérodatnymi odchylkami v matricich.

Kontrola - acetamiprid Expozice - acetamiprid - ty€inky Careo Expozice
[mg/kg] susiny [mg/kg] susiny acetamiprid
LISTY Pramér _ SD

L] o] o] - | |4098 1117 ] 12693 | 1735 [ 2504 | 2001 | 4174 4296

KVETY
] L] | [ 1ss [ 372 | 400 | 370|052 | 154 | .51 148

PUDNi SUBSTRAT

“‘ “ ‘015‘002‘002‘018‘047‘005 0,15 0,17
L|m|ty kvantifikace (LOQ) a limity pro reportovam (LOR) UPLC-MS/MS analyz acetamipridu byly: LOD = 0,0002 mg/kg suSiny a

LOR = 0,01 mg/kg susiny.

e Identifikace relevantniho metabolitu acetamipridu:
Extrakty byly nasledné podrobeny necilené analyze pomoci vysokorozliSovaciho
UHPLC-MS/MS (Thermo Scientific Q Exactive™). Vyhodnoceni ukazalo pfitomnost
N-desmethyl metabolitu acetamipridu, ktery je zkracené oznacovan jako IM-2-1 (obr.
3 a 4). Sumarni vzorec tohoto metabolitu je CoH9CIN4 a jeho relativni molekulova
hmotnost je 208,05142. Spravna identifikace metabolitu byla ovéfena zmétenim
certifikovaného standardu dané latky. Metabolit byl identifikovén v listech a kvétech.
Ptitomnost IM-2-1 v piidnim substratu nebyla spolehliva, coZ je pochopitelné vzhledem

k celkové nizké koncentraci matefského acetamipridu v této matrici.
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Obrazek 3. Identifikace metabolitu IM-2-1 v softwaru Compound Discoverer 2.1.
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Obrazek 4. Retencni Cas a relativni abundance matefské latky acetamipridu a

metabolitu IM-2-1 v listech. Obdobny vysledek byl ziskan pro kvét.
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Piestoze identifikace metabolitu acetamipridu IM-2-1 byla vyhodnocena jako

spolehliva, bylo pfistoupeno k ovéfovacim kroktim. Proto byla provedena analyza
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samotného standardu acetamipridu, v némz byl vyskyt metabolitu vyloucen (obr. 5).

Vyskyt metabolitu byl vyloucen také v pouzité formulaci — ty¢inkach Careo (obr. 6).

Obrazek 5. Vylouceni pfitomnosti IM-2-1 ve standardu acetamipridu.

RT- 0.00 - 32 00
100+
50—_
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0
8 100
£ 7]
g ]
s L
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®
100+
50 |hﬂ—2—1
{ 108 250 308 433 477 513 7.20 7.99 95 996 |1162 1350 12
0 . e
2 4 6 8 10 12

Obrazek 6. Vylouceni pfitomnosti IM-2-1 v piipravku Careo (ty¢inky). Pro porovnani

je uveden vysledek analyzy pro extrakt z listu (a) a formulaci Careo (b).
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e Proteomické zmény v samotaiskych vcelach:

Proteomickou analyzou bylo celkové identifikovano 2 347 proteint. Vysledky byly

nasledné¢ statisticky vyhodnoceny.

logp

Obrazek 7. Rozdily v proteomu vzorkli samotaiskych vcel vystavenych acetamipridu

a kontrolnich vzorku.

Statisticky signifikantni vysledky (FDR = 0.05)

No. Logp Fasta headers
XP_029052136.1| very-long-chain (3R)-3-hydroxyacyl-CoA
5.07 dehydratase hpo-8

4.99  XP_029031945.1| copper transport protein ATOX1
4.24  XP_029044885.1| E3 UFM1-protein ligase 1 homolog

A W N R

3.55  XP_029045471.1| monocarboxylate transporter 3 isoform X3

Log2 nasobny rozdil A-B

Statistické vyhodnoceni proteomickych dat ukazalo 4 signifikantn¢ rozdilné markery.
Toto porovnani bylo vyhodnoceno za pouziti korekce typu FDR (false-discovery rate)
0,05. Vysledek analyzy s pouzitim T-testu a 1 000 randomizaci ndzorné zobrazuje obr.
7. K signifikantnim vysledkim O. bicornis byly nalezeny pomoci Blastp [56]
homologické proteiny a prislusné geny A. mellifera (tabulka 2). Nasledna analyza na
interakci proteint/gent v prosttedi STRING 11.5 [57] vSak neukazala pfimou spojitost

mezi nalezenymi markery.

Tabulka 2. Homologické proteiny a geny A. mellifera k signifikantnim markerim O.

bicornis (viz obr. 7).

No. Prekryti Identita NCBI Apis mellifera [Apis mellifera] Gen
1 100% 66,23% XP_003250467.2 very-long-chain (3R)-3-hydroxyacyl-CoA dehydratase hpo-8 LOC100577192
2 100% 83,33% XP_001121022.1 copper transport protein ATOX1 LOC725138
3 99% 84,31% XP_003250392.2 E3 UFM1-protein ligase 1 homolog LOC411483
4 97% 93,54% XP_026296554.1 monocarboxylate transporter 3 isoform X5 LOC725015
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G. Interpretace vysledku:

Vysledky analyzy distribuce acetamipridu indikovaly relativné vysoky obsah
Vv rostlinnych pletivech. Dochazi tedy k piechodu acetamipridu z ptidniho substratu do
rostliny a jeho koncentraci v rostlinnych pletivech. Kromé matefské latky byl
v rostlinnych pletivech identifikovan také metabolit acetamipridu IM-2-1. Tento
metabolit je vyznamny relevantni metabolit acetamipridu, ktery byl diskutovan mimo
jiné ve zpravé EFSA, ktera hodnotila rizika acetamipridu [58]. Také podle zpravy FAO
je IM-2-1 relevantnim metabolitem v rostlinach [59]. Jisty vyznam ma také zji$téni, ze
IM-2-1 je relevantnim vyznamnym metabolitem acetamipridu v zivociSnych tkanich a
také ve mléku, a to dokonce pii absenci matefského acetamipridu [58, 59]. Vysledky
ptikladu provedeni v této metodice ukazuji, Ze IM-2-1 je relevantni metabolit pro

modelovou rostlinu svazenku.

Z proteomické analyzy bylo mozné porovnavat expresi celkem 2 347 proteind, coz
predstavuje dosti velky podet. Sest biologickych opakovani, resp. Sest jedinci,
Vv expozici acetamipridu a taktéz v kontrolni expozici predstavuje dostateény pocet
opakovani pro statistické zpracovani. Vysledky proteomické analyzy ukdzaly na
celkové relativné malé zmény v proteomu. Nalez pouze Ctyt statisticky signifikantné
rozdilnych markerti, u nichZz nebyla indikovédna ani vzdjemna piima souvislost,
potvrzuje maly vliv acetamipridu na véely. Vzhledem k ziskanym vysledkim lze
hodnotit vliv expozice samotatskych véel O. bicornis acetamipridem jako relativné

maly. Signifikantni vysledky by bylo potieba v budoucnu ovéfit.

Vysledky analyz jsou v souladu s vyhodnocenim malé rizikovosti acetamipridu pro
véely dle EFSA [58] a prodlouzenim jeho registrace do 28. unora 2033 [49]. Je mozZné,
ze v budoucnu budou objevena nova rizika acetamipridu na samotaiské véely. Dle
naSich dat je potieba v€novat pozornost nejen mateiské latce, ale také metabolitiim,

zejména IM-2-1.
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6. Srovnani novosti metodiky

Metodika pfinasi nové prvky do hodnoceni rizik pesticidi na opylovace. Metodika zohlediuje
potfebu hodnoceni rizik pesticidii v realistické expozici. Modernimi analytickymi pfistupy je
mozné ovétit distribuci pesticidi v matricich, ale také metabolicky osud sledovanych latek.
V metodice je pocitano s vyuzitim nejmodernéjSich analytickych piistupt, coz je také v souladu
s legislativou, ktera je v EU spojena se schvalovanim a¢innych latek a formulovanych piipravki.
Pti hodnoceni rizik pesticidi je totiz vhodné brat v tivahu technologicky a védecky pokrok. Vyhodu
metodiky Ize spatfovat v moznosti komplexniho hodnoceni dopadu hodnocenych latek a piipravkt
na necilové organismy. Zafazeni OMICs technologii do hodnoceni rizik pesticidl je kriticky
dilezité z toho pohledu, Ze umoziuje sledovani tisicii markerti najednou, a to proteomickym nebo

ptipadné transkriptomickym ¢i metabolomickym piistupem.

7. Uplatnéni metodiky

Metodika je ur¢ena zejména pro odborné pracovniky zaméfené na hodnoceni rizik pesticidii na
necilové organismy a Zivotni prostiedi jako takové. Samotaiské vcely maji vyznamny podil na
opyleni plodin zejména v obdobich, kdy neni vhodné nebo mozné efektivné vyuzit vcely
medonosné. Zna¢ny vyznam bude mit metodika pro ovocnaie a odborniky zabyvajici se opylenim
plodin a zaroven hodnocenim rizik pesticidii na opylovace. Potencialnimi uzivateli v Cesku ale i
Vv zahrani¢i jsou také organy zabyvajici se pouZivanim prostfedkli na ochranu rostlin a hodnocenim
rizik spojenych s jejich pouZivanim. Metodika se vztahuje k Narodnimu akénimu planu
k bezpe¢nému pouzivani pesticidti (NAP) spadajiciho do gesce Ministerstva zemédélstvi CR, které
jej ve spolupraci s Ministerstvem Zivotniho prostiedi CR a Ministerstvem zdravotnictvi CR
vyhodnocuje a periodicky aktualizuje. Metodika muize pfispét také k zajisténi udrzitelného opyleni
riiznych rostlin a ma tedy konkrétng vztah k Umluvé o biologické rozmanitosti, ktera patii
k nejvyznamnéjs$im mezinarodnim mnohostrannym timluvam v oblasti zivotniho prostiedi.

V uzivatelské sféfe se metodika uplatni pfi pé€stovani ovoce a jinych plodin tak, ze piispéje
k ochran¢ pfirozenych i komercnich opylovaci. Eliminace negativniho vlivu POR je velmi
dulezitou soucasti produkce v sadech, ale i jinde. Spravnou definici rizik POR je mozné 1épe
chranit pfirozena spoleCenstva samotaiskych vcel, kterd ptredstavuji zaruku zisku z ovocnaiské

produkce do budoucnosti.
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8. Ekonomické piinosy metodiky

Metodika je zaméfena na hodnoceni rizik pesticidii na samotarské vcéely, které maji dle vyzkumt
vEtsi ucinnost pii opylovani plodin, nez véela medonosna. Samotaiské vcely, vedle komer¢nich
opylovact (v€ela medonosnd, ¢meldk zemni), vyznamnym zplUsobem pfispivaji ke zvySeni
produkce a kvality fady kulturnich a zeméd¢€lskych plodin. Pfirozené¢ vytvofenad spoleCenstva
opylovaci jsou nejleps$im feSenim vzhledem k ochrané biodiverzity a vyrazna pozitiva lze navic
spatiovat také pravé z ekonomického hlediska. Pokud jsou v dostate¢né mife zachovani pfirozeni
opylovaci, nemusi péstitelé zajisStovat alternativni opylovani komerénimi opylovaci, jako je véela
medonosna nebo &melak zemni. Moznost pouZiti komeréné produkovanych émeléki je v Cesku
také omezena vzhledem k rizikim ohrozeni jejich prirozenych populaci. Riziko by mohlo spocivat
v ovlivnéni genetiky lokalnich pfirozenych populaci a tiniku neptivodnich taxond do pfirody. Jista
rizika pro pfirozené opylovace piedstavuje také krajina pievcelena véelou medonosnou. Vyznam
samotaiskych vcel je podobné jako v pfipadé ¢melakti navic zvyraznén pro obdobi nebo piipady,
kdy neni k dispozici opylovaci sluzba véely medonosné. Napt. v publikaci Kleijn et al. [19] byla
vyc¢islena ptidana hodnota volné Zijicich v¢el pro hmyzem opylované plodiny piiblizné na 3 tisice
americkych dolarti na hektar.

Postupy uvedené v metodice se tykaji ochrany samotaiskych véel pred negativnimi vlivy POR
a vnich obsazenych uCinnych latek. Tato certifikovand metodika vyuzivd nejmodernéjSich
analytickych metod, kterymi jsou analyzovany vzorky pfipravené simulaci pfirozené expozice
pesticidlim. V poslednich letech se dostava do popiedi trend hodnoceni rizik pesticidi takovymi
pesticidi hodnocena z pohledu stanoveni letalni davky (napt. LD50). Takova data jsou nepochybné
dilezita, ale neposkytuji informace o mechanismu Uc¢inku latek na samotéatkou vcelu. Spotieba
jedinct na stanoveni letalnich davek miliZe byt podstatné vyssi nez v pfipad€é naSeho modelového
experimentu. V ptipadé naSeho pfistupu hodnoceni jsou vSak podstatné vyssi pozadavky na
instrumentalni vybavenost pracovisté a také odborné znalosti souvisejici s pouzivanymi pfistroji a
metodami. Pfidana hodnota v ziskanych vysledcich z vysokokapacitnich metod je vSak velmi
vysoka, jelikoz dokdze s velkou spolehlivosti urcit redlna rizika pesticidi pro necilové organismy
a prostredi. Takto komplexni pohled na problematiku tradi¢ni metody zaloZené pouze na biotestech
poskytnout nedokazou. Celkové naklady na experimenty v této metodice 1ze odhadovat nejméné
10krat az 100krat vyssi nez v piipadé béZznych postupii zaloZzenych na biotestech.
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10. Ptilohy

Truhlik

Zdroj: https://www.hudetz.cz/plastovy-truhlik-anthea-antracit

Miska pod truhlik

Zdroj: https://www.hudetz.cz/miska-pod-truhlik-anthea-antracit

Domecek pro samotarky v sitovniku

e |
S

-23-

0


https://www.hudetz.cz/plastovy-truhlik-anthea-antracit
https://www.hudetz.cz/miska-pod-truhlik-anthea-antracit

T A
R

%

Tomas Erban a kol. — Subletalni viiv pesticidii na samotarské vcely

Samotarska véela O. bicornis na kvétu v izolatoru
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