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1. Financovani, certifikace, prohlaseni, podékovani

Financovani:

Tato certifikovani metodika je vysledkem projetu TA CR T A
¢. THO03030118 snazvem ,Metody dekontaminace a detekce .
perzistentnich chloracetanilidovych pesticidit a jejich metabolitii, které C R
Jjsou legislativné sledované* feSeného v obdobi 2018-2021. Vystup byl égoiro‘zg:k
podpoien také z institucionalni podpory MZe RO0418. o

Certifikace:

Metodice bylo udéleno osvédéeni Ustiredniho kontrolniho a zku$ebniho iistavu
zemédélského (UKZUZ) UKZUZ 184368/2022.

O uplatnéni metodiky byla uzavicena smlouva TH03030118/NMet, podle ustanoveni § 1746
odst. 2 zakona ¢. 89/2012 Sb., ob¢anského ziakoniku. Smlouva byla uzaviena mezi ucastniky
projektu (VURYV, ALS CR, EPS biotechnology) a Vodarenskou akciovou spoleénosti, a.s.

Podily organizaci na vysledku upravuje samostatna smlouva o vyuZiti vysledkia dosaZzenych
v projektu vyzkumu a vyvoje ¢. TH03030118.

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

Prohlaseni:
Ptredkladatel metodiky prohlasuje, Zze zpracovand metodika nezasahuje do prav jinych osob

Z pramyslového nebo jiného dusevniho vlastnictvi.
Podékovani:
Autorsky tym dékuje recenzentim metodiky za podnétné a cenné pfipominky.

Autofi dékuji Miroslavé Bodrinové, Julii Chalupnikové a alumni studentim Alzbété Mikulové a

Katefing€ Bartové za technickou pomoc pii expozi¢nich experimentech.
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2. Nazev a anotace Cesky

Nazev: Metodika pro cilené ziskani mikrobidlnich izolati dekontaminujicich prostiredi

zatiZené perzistentnimi polutanty

Anotace:

vvvvv

stat ekologickym problémem. Mezi takovéto latky se fadi chloracetanilidové pesticidy, z nichz
alachlor a acetochlor jsou v EU zakazany. Pies zakaz se vSak v prostiedi stale vyskytuji a
piedevsim jejich legislativné sledované metabolity ESA a OA kontaminuji podzemni i povrchové
vody. Cilem této metodiky bylo vyvinout postupy, které by umoznily identifikovat
mikroorganismy vyuzitelné pro degradaci chloracetanilidovych pesticidii a jejich relevantnich
metabolitd. I kdyZ je metodika zaméfena na tyto konkrétni polutanty, tak postupy jsou principialné
aplikovatelné i na dalsi pesticidy a prakticky libovolné polutanty. Metodika nabizi dva rizné
pristupy vedouci K identifikaci kandidatnich degradéri. Jeden postup je zalozeny na klasickych
kultivacnich metodach mikrobiologie, kde jsou kandidatni organismy hledany Vv historicky
zatizeném prostiedi a problematicka latka slouzi jako zdroj stavebnich prvku pii izolacich z vody
¢i pudy. Druhy postup vyuziva vysokokapacitnich sekvenaénich technologii, které poskytuji obraz
0 bakterialnim i eukaryotickém mikrobiomu a kontaminace je simulovana laboratorné. Pfirozené
se vyskytujici mikroorganismy, které lze ziskat t€mito metodickymi postupy, maji potencial pro
vyuziti vV dekontaminacnich technologiich. Metodika navic diky ptikladim provedeni poskytuje
nové informace o problematickych chloracetanilidovych pesticidech a jejich relevantnich
metabolitech. Bylo identifikovano riziko piechodu alachloru na acetochlor, coz indikuje potencial
rizika a transformace téchto latek v prostfedi nejen z pohledu osudu sledovanych analytd, ale také
vlivu na ptidni mikrobiom. Metodika zohledniuje jak prokaryotické (bakterialni), tak eukaryotické
mikroorganismy, pfi¢emz lze podtrhnout souhru bakterii a eukaryot v biotransformacich polutantt,
coz ukazuji oba postupy. Data ukazujici zmény ve struktufe plidniho mikrobiomu jsou dilezita

také pfi hodnocenti rizik pesticidl, kde ma metodika také své uplatnéni.
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3. Nazev a anotace anglicky

Title: Methodology for targeted acquisition of microbial isolates decontaminating

environments loaded with persistent pollutants

The functioning of modern society brings pollution of the environment by substances that can later
become an environmental problem. Such substances include chloroacetanilide pesticides, of which
alachlor and acetochlor are banned in the EU. Despite the ban, they are still present in the
environment and their legally monitored metabolites ESA and OA contaminate groundwater and
surface water. The aim of this methodology was to develop procedures to identify microorganisms
useful for the degradation of chloracetanilide pesticides and their relevant metabolites. Although
the methodology is focused on these specific pollutants, the procedures are in principle applicable
to other pesticides and virtually any pollutant as well. The methodology offers two different
approaches leading to the identification of candidate degraders. One approach is based on classical
cultivation methods, where candidate microorganisms are sought in a historically contaminated
sites and the substance of concern serves as a source of elements for growth in isolations from
water or soil. The second approach uses high-throughput sequencing technologies that provide a
picture of the bacterial and eukaryotic microbiome, and contamination is simulated in the
laboratory. The naturally occurring microorganisms that can be recovered by these methodologies
have potential for use in decontamination technologies. In addition, the methodology provides new
information on problematic chloroacetanilide pesticides and their relevant metabolites through the
examples of experimental execution. The risk of conversion of alachlor to acetochlor was
identified, thereby indicating the potential for false positive identifications of acetochlor as parent
compound. The methodology provides a novel assessment of the risk and transformation of these
substances in the environment in terms of the fate of the analytes of interest and in terms of the
impact on the soil microbiome. The methodology considers both prokaryotic (bacterial) and
eukaryotic microorganisms. Both used approaches highlighted the interplay between the bacteria
and eukaryotes in the biotransformation of pollutants. Data showing changes in the structure of the
soil microbiome are also important in pesticide risk assessment, in which the methodology also has

applications.
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4. Uvod

Rezidua nékterych pesticida se vyskytuji v prostiedi i dlouho po jejich zakazu. Mezi takové
pesticidy patii alachlor a acetochlor, které maji systémovy herbicidni ¢inek. Tyto dva pesticidy
byly zakazany v Evropské unii (EU) v souladu s natfizenim Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢.
1107/2009 o uvadéni ptipravki na ochranu rostlin (POR) na trh. Ackoliv byl alachlor zakazan od
roku 2008 a acetochlor od roku 2013, objevuji se jejich rezidua v prostiedi dodnes. V piipadé
téchto pesticidi vSak maji z hlediska nezadouciho vyskytu v prostiedi vétsi vyznam jejich
metabolity. Za zvlasté rizikové relevantni metabolity chloracetanilidovych pesticidi jsou
povazovany ESA a OA, které jsou ve srovnani s mateiskymi latkami vysoce stabilni. Protoze
predstavuji jisté environmentalni a zdravotni riziko, jsou legislativné sledovany spole¢né
s matefskymi latkami. Zvlastni riziko pfedstavuje potencidl kontaminace pitnych vod, a to jak
podzemnich, tak povrchovych. Vyznamny je fakt, Ze tyto metabolity kontaminuji vody
dlouhodobé, protoze se z pidniho prostfedi uvoliuji postupné. Pro takto perzistentni a rizikové
polutanty je potieba mit k dispozici spolehlivé nastroje pro jejich monitoring, ale také hledat

vhodné technologie pro jejich eliminaci ve vodnim a ptidnim prostiedi.

5. Cil metodiky

Cilem této metodiky je ptedlozit inovativni postupy vyuzitelné pro cilené ziskani
mikrobidlnich izolatd ucinnych pro degradaci polutantli S konkrétnim zaméfenim na
chloracetanilidové pesticidy a jejich relevantni metabolity. Cilem je ziskat metodiku, ktera bude
mit obecnou platnost pro zajemce o ziskani mikrobidlnich izolati. Metodika ma v principu nabizet
dva pfistupy, jeden zaloZeny na klasickych kultivaénich metodach mikrobiologie a druhy
vychdzejici z vysokokapacitnich technologii. Pfirozené se vyskytujici mikroorganismy, které lze
ziskat témito metodickymi postupy, se podili na biotransformacich cilovych latek. Proto je
dilezitym, ackoliv vedlej§im cilem metodiky, také sledovani osudu matefskych latek a jejich

metabolitl v prosttedi.

6. Vyznam chloracetanilidovych pesticidi a jejich metabolita

Chloracetanilidové pesticidy jsou pomérné pocetnou skupinou pesticidd. Jsou pouzivany
jako herbicidy. Jejich pouZiti je zejména k likvidaci plevell a jednoletych trav. Mohou ovliviiovat

syntézu alkylovych fetézci delSich nez C18 mimo chloroplast a tim inhibovat elongaci mastnych

-4-
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kyselin s dlouhym fetézcem [1]. Dale mohou tyto herbicidy jejich derivaty napi. blokovat syntézu
prekurzorti gibberelini [2] ¢i flavonoidovych metabolitd [3]. ProtoZe existuje cela fada

chloracetanilidovych herbicidu, lze predpokladat také dal§i mechanismy tc¢inku [4].

Chloracetanilidové pesticidy ztstavaji po aplikaci po ur¢itou dobu v pidé. Za anaerobnich
podminek jsou stabilnéjsi nez za aerobnich podminek, za kterych jsou vcelku rychle degradovany
[5]. Mohou se uvoliiovat vyluhovanim nebo povrchovym odtokem a kontaminovat podzemni a
povrchové vody [6]. Chloracetanilidové pesticidy jsou také Casto detekovany v podzemnich a
povrchovych vodach, kde mohou predstavovat riziko pro fadu organisma [7]. I pfi nizkych
koncentracich ve vod¢ 1 zemédélskych produktech mohou piedstavovat riziko pro vetejné zdravi a
zivotni prostfedi. Matetské latky i relevantni metabolity mohou mit genotoxicky ucinek. Mohou
zvySovat oxidativni stres zvySovanim reaktivnich forem kysliku a spoustét apoptozu [8]. Studie
navic indikovaly jejich spojitost se vznikem rakoviny a Parkinsonovy choroby [9, 10]. Minimalné
z téchto divodl je potifeba pfedchézet zatizeni zivotniho prostfedi a expozicim necilovych
organismu rezidui chloracetanilidovych pesticida a jejich relevantnich metabolitd. V piipadech,
kdy je jiz prostfedi latkami kontaminovano, je potfeba vénovat pozornost perzistenci v prostiedi,

navrhovat a realizovat prostfedky pro jejich eliminaci.

Pesticidy vcetné chloracetanilidovych mohou byt Vv prostfedi degradovany raznymi
environmentalnimi faktory. Na zemédélskych lokalitdich 1 v sousednich ekosystémech, vcetné
vodnich, existuje velké mnozstvi degradacnich faktort, které ovliviwuji perzistenci pesticidd.
Ditlezitymi faktory jsou vyluhovani z plidy, Groven vlhkosti, intenzita svétla, teplota, pH plidy a
také UV zafeni. Nelze opomenout také klimatické vlivy. Dal§im kritickym faktorem je pfitomnost
riznych mikroorganismu, které mohou zménit chemické slozeni prostfednictvim degradace,
mineralizace nebo konjugace [11-14]. V piipadé chloracetanilidovych pesticidd predstavuji
z praktického hlediska vétsi problém v prostiedi jejich relevantni metabolity, protoze jsou
podstatné hiife odbouratelné. Jedna se predevsim o ESA a OA metabolity, na které jsou mateiské
latky degradovany mikroorganismy. Tyto metabolity jsou sledované Vv prostiedi obdobné jako
jejich matetské latky. Navic podléhaji také sledovani ve vodach z hlediska legislativy [7, 15, 16].
Z hlediska legislativy v EU jsou pfi posuzovani rizik pesticidnich latek kliCova nafizeni, ktera se
vztahuji ke kontaminacim podzemnich a pitnych vod. Pfi posuzovani miry rizika pro pesticidy

Vv podzemnich vodach se v zasad¢ vychdzi ze smérnice Evropského parlamentu (EP) a Rady

-5.-
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2000/60/ES [17], kterou se stanovi ramec pro ¢innost Spolecenstvi v oblasti vodni politiky.
Obdobna pravidla jsou stanovena pro pitnou vodu smérnici 2020/2184 o jakosti vody urcené
k lidské spotiebg, ktera je piepracovanou verzi puvodni smérnice Rady 98/83/ES [18]. Zasadnim
a klicovym predpisem je, Ze pro kazdy jednotlivy pesticid a jeho relevantni metabolity je povoleny
limit 0,1 pg/l, zatimco pro celkovou sumu pesticidnich latek je limit 0,5 pg/l. Za relevantni
metabolit se povazuje pouze takova latka, jejiz ptirozené vlastnosti jsou srovnatelné s vlastnostmi
matetské latky, a to pokud jde o ucinek ve smyslu cilové aktivity ptivodniho pesticidu. Pravé ESA
a OA metabolity jsou relevantnimi metabolity, a proto jsou z hlediska legislativy monitorovany
spolecné s jejich matefskymi latkami. Existuji vSak vyjimky, kdy je povolen mirngjsi limit, nez
vySe uvedenych 0,5 pg/l. Napt. pro obec Kiepcice v okrese Znojmo byla krajskou hygienickou
stanici povolena 20. tinora 2020 do 31. ledna 2023 vyssi povolena hodnota pro smésnou
koncentraci acetochloru ESA a acetochloru OA, ktera byla pro tento konkrétni pfipad stanovena

docasné na 1,5 pg/1[19]. I pies toto konkrétni zmirnéni limitu je patrny vyznam téchto relevantnich

metabolitli chloracetanilidovych pesticida.

Relevantni metabolity jsou ve srovnani s matefskymi latkami chloracetanilidovych
pesticidi  problematicky degradovatelné, ale mohou byt relativné dobie odstranény napf.
technologiemi vyuzivajicimi aktivni uhli [20]. Pouzivani téchto technologii je vSak spojeno
s nemalymi néklady a je vhodné pouze pro nékteré Gpravny vody. Vhodnym néstrojem pro jejich
odstranéni ve vodach i v zatizené pidé by mohly byt urcité mikroorganismy. Pro tento ucel vsak
nejsou vhodné vsechny mikroorganismy, protoze nemusi disponovat potfebnou schopnosti viibec
nebo pouze v relativné malé mite [21, 22]. Na zpUsoby identifikace vhodnych mikroorganismti

pouzitelnych pfi dekontaminaci chloracetanilidovych metabolitil se pravé zamétuje tato metodika.

7. Vlastni popis metodiky

Vlastni metodika je zalozena na inovativnim pfistupu, jehoz aplikaci v praxi je mozné ziskat
cilen¢ izolaty pouzitelné v degradaci perzistentnich pesticidii anebo jejich metaboliti. Metodika
zahrnuje v podsadé dva principialni postupy, pficemz jeden je zalozen na tradi¢nim kultiva¢nim
postupu a druhy na nejmoderngjSich state-of-the-art metodach. V piipadé prvniho metodického
postupu je v podstaté kritické identifikovat kontaminovanou lokalitu, ze které se odebere material,
napft. kontaminovana podzemni voda, ze které jsou pak izolovany mikroorganismy. Pesticidni latka

v zasad¢ slouzi jako substrat pro mikroorganismus. V druhém postupu je pro laboratorni simulace

-6-
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vybrana modelova zemina, ktera je kontaminovand vybranym pesticidem a piipadné jeho
relevantnimi metabolity. Po ur¢itém ¢asovém useku jsou odebrany vzorky, ve kterych je ovéten
zbytkovy obsah matetské latky a metabolitii. Navic je provedena vysokokapacitni analyza na
mikrobiom, s vyhodou nejen na bakterie, ale také na eukaryota. Kazdy z téchto dvou principialnich
postupi ma své vyhody a nevyhody. V piipadé prvniho postupu je potencidlné ziskan
kultivovatelny mikroorganismus, ktery dokaze vyuzivat pesticid jako zdroj prvki (hlavné uhliku).
Az pak se mikroorganismus nebo jejich konsorcium testuje, jakym zplisobem reaguje v systému,
resp. prostiedi. V druhém piipadé¢ je ziskan celkovy obraz o struktufe mikrobiomu a jeho zménach
vlivem pfitomnosti testovanych polutantti. Zmény v mikrobiomu, zvlast¢ pokud mikroorganismy
zvySuji svoji abundanci, jsou indikativni z hlediska potencialu metabolizovat sledované latky. Na

zaklad¢ takovychto komplexnich vysledku je pak mozné potencialné cilit izolace mikroorganisma.

7.1.  Vybér pesticidu/metabolitu pro hodnoceni

Pti navrhu konkrétniho metodického postupu je nutno brat v Gvahu realisticky vyskyt a
perzistenci pesticidu a jeho relevantnich metabolitd Vv prostfedi. Pii vybéru latek je dulezité
vychazet z aktualnich potfeb odpovédnych organi a celospoleéenského vyznamu. Metodicky
postup V této metodice byl vyvinut na ptipadech chloracetanilodovych pesticidii a jejich
relevantnich metabolitdh ESA a OA. Zvlastni zaméfeni bylo na alachlor a acetochlor, které jsou
v EU zakazané. Alachlor se nesmi pouzivat od roku 2008 nafizenim ¢. 2006/966/ES [23] a
pouzivani acetochloru byl zakazano nafizenim 1372/2011 od roku 2013 [24]. Je na misté zduraznit,
Ze prisny pristup aplikovany pfi regulaci pesticidii v EU vSak nema vétSinou obdobu mimo EU.
Rada pesticidi zakazanych v EU je tedy jinde ve svété dile pouzivana. Vyznamné je obecné
zjisténi, ze Spojené staty (USA) jsou ve srovnani Se staty EU, ale dokonce i jinymi staty ve svéte,
pozadu v zakazovani pesticidd, které byly v EU nebo jinde vyhodnoceny jako skodlivé a skute¢né
zakazany [25]. To dokumentuje, Ze ackoliv v USA probiha také velmi diikladné hodnoceni rizik
pesticidd, nepanuje shoda s EU i jinymi zemémi ve svété ohledné zakazovani pesticidu. Muze tedy
dojit K pripadim, ze n¢které pesticidy jsou v EU jiz zakazané, zatimco jinde ve svété jsou hojné
pouzivané. V zemich EU se to tykd pravé alachloru a acetochloru, které jsou jiz zakdzané.
Skriningové analyzy prostiedi pak odhaluji perzistenci téchto matetskych latek a také jejich

relevantnich metabolitd. V jinych zemich, kde jsou tyto latky stale povoleny, a tedy i pouzivany,

VT

-7-



T A
R

Tomas Erban a kol. — Cilené ziskani mikrobialnich izolatu dekontaminujicich prostiedi © 0

%

piipravka. | kdyz je spotieba pro sniZzeni rizik na prostfedi a ¢lovéka omezena, jedna se o
pokracujici pfisun téchto latek do prostiedi. To je také piipad alachloru a acetochloru nejen v USA
[26-29].

7.2. Ziskani kandidatnich mikroorganismu kultivaénim postupem ze zatiZené matrice

Cestu cileného ziskani kandidatnich mikroorganisma kultivaénim postupem znazornuje

schéma na obr. 1.

Obrazek 1. Schématické zndzornéni postupu pro ziskéni kandidatnich mikroorganismt

kultivacnim postupem.

Vybér Riziko pro zdroje pitné a Aktualni vyznam z hlediska
pesticidnich latek podzemni vody pouzivani — registrace
g
Kontaminovana Analyza zdroja vody, Identifikace relevantnich
lokalita pripadné pudy metabolitd materské latky
Kontaminovana Dlouhodobé Ovéfeni matrice
voda / plda zatizeni na obsah pesticidl
Selekce Nabohacovaci Matefska latka/metabolity jako jediny organicky
mikroorganismu experimenty zdroj uhliku a energie + rozpustné soli
Izolace Selektivni médium KFiZzovy roztér Verifikace kultivacné,
mikroorganismu obohacené polutanty (opakovani pro &istotu) mikroskopicky
Verifikace Nabohacovaci Molekularni
izolatt experimenty determinace
Mikrobialni
konsorcium ?

7.2.1. Identifikace kontaminované lokality a vytipovani matric pro izolace

e Na zaklad¢ zvoleného kontaminujiciho pesticidu/metabolitu se provede vytipovani lokality.
Vhodna lokalita mize byt vytipovana na zékladé historickych zaznami o pouZzivani POR. Klicové

je v8ak prokazani dlouhodobého vyskytu piesahujici legislativni limity pro pesticidy ve vodach.

e Jako zdroj klicovych informaci poslouzi multiresidualni skrining na pesticidy a jejich metabolity.

Je mozné vyuzit cilenych analyz a vhodnou analytickou metodou je LC-MS/MS a GC-MS/MS.

-8-
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Konkrétni vysledky skriningii vody a zeminy:

V naSem ptipadé byl na zacatku proveden LC-MS/MS screening zdroju vod, ktery
zahrnoval studny, vrty, povrchové vody, ale také zeminy. Na zaklad¢ Givodni skriningové studie
byly vybrany lokality pro izolace kultiva¢nimi postupy. Vzhledem k ziskanym izol4tliim jsou na

grafech 1-6 uvedeny pro ilustraci predevsim vysledky z lokalit, ze kterych byly ziskany.

a) Voda, Rudolec, studna 4 (ziskany izolat: EPS 1067: Microbacterium testaceum)

Graf 1. Srovnani vyskytu acetochloru ESA a alachloru ESA ve studnach 3 a 4 na lokalité¢ Rudolec.
Vyskyt acetochloru ESA je tadové 100x vys§i nez alachloru ESA. Ze srovnani screeningu
provedeného v roce 2019, je navic patrné, ze studna 4 je vice kontaminovana, a proto vhodné&;si
pro izolaci kandidatnich mikroorganismt. Hodnoty pro acetochlor ESA ve studni 4 ptesahuji

legislativni limit pro jednotlivé pesticidni latky, a dokonce se blizi 0,5 pg/l, tedy legislativnimu
limitu pro smésnou koncentraci.
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Graf 2. Méfeni v nasledujicich letech 2020 a 2021 potvrdily, Ze studna 4 v Rudolci je dlouhodobé
kontaminovana acetochlorem ESA.

17-V (Rudolec - studna 4)

c (ug/l)
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
00 —— — . — —
A N 0 O o~
& & é & &
<8 \0& & ~ \{}0 NS
™ L o N &
N (JQ’}'O ’b’b(\ \é\ @
s &
v

m02/06/2020 m23/06/2020 m17/03/2021

b) Voda, Chroustov, vrt BC 1 - smés (ziskany izolat: EPS 1054 — Brevundimonas diminuta)

Graf 3. Srovnani vyskytu acetochloru a alachloru ESA ve vrtech v Chroustové. Acetochlor ESA
vyrazné prevlada nad alachlorem ESA a zejména ve vrtu BC-1 piekracuje limity nejen pro
jednotlivou pesticidni latku, ale i pro smésnou pesticidni koncentraci — 0,5 pg/l.

Acetochlor ESA: CHROUSTOV
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Graf 4. M¢feni v nasledujicich letech 2020 a 2021 potvrdily, ze vrt BC-1 v Chrostouvé je
dlouhodobé¢ vyznamné kontaminovand acetochlorem ESA.
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¢, d) Zemina z lokality Puklice (ziskany izolat: EPS 1048 — Cyberlindnera suaveolens -
kvasinka); Zemina z lokality Puklice (ziskany izolat: EPS 1049 — Barnettozyma californica -
kvasinka)

Graf 5. Méfeni prokazujici vysoky obsah acetochloru ESA ve vodach na lokalité¢ Puklice, ktera
byla dalsi zdrojovou lokalitou pro izolaci kandidatnich degradérii. 2 kandidatni izolaty byly ziskany
z lokality Puklice, ale ze zeminy (viz graf 6).
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metabolitd v zeminach. Zemina odebrana z lokality Puklice poslouzila jako zdroj pro selekci
kandidatnich mikroorganismu.
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25-Z (Hevlin zemina 2 - pole 2)

25-Z (Hevlin zemina 2 - pole 2)

[—
24-Z (Hevlin zemina 1 - pole 1) 24-Z (Hevlin zemina 1 - pole 1)
22-Z (Hodonice zemina vpravo) 22-Z (Hodonice zemina vpravo)
20-Z (Hodonice zemina vpravo) [l 20-Z (Hodonice zemina vpravo)
19-Z (Hodonice zeminavievo) 19-Z (Hodonice zemina vlevo)
16-Z (Té3etice zemina mezi vrtem a... 16-Z (Tésetice zemina mezi vrtem a...
14-Z (Tésetice zemina nad vrtem) 14-Z (Tésetice zemina nad vrtem) =
8-Z (B&haFovice - zemina 2 pole vzadu) 8-Z (Béharovice - zemina 2 pole vzadu)
7-Z (Béharovice - zemina 1 pole... 7-Z (B&harovice - zemina 1 pole...
—
5-Z (lvancice - zemina -pole za plotem) 5-Z (lvanéice - zemina -pole za plotem)
" Metazachlor
5-Z (Puklice - zemina pole - naproti... Metazachlor 5-Z (Puklice - zemina pole - naproti... ™ ESA/OA
E— 119 pg/kg [——
4-Z (Puklice za vrtem 2) & 4-Z (Puklice za vrtem 2)
3-Z (Puklice za vrtem 1) 3-Z (Puklice za vrtem 1) =
— —
16-Z (Bohdalov - u cedule PV) - povrch 16-Z (Bohdalov - u cedule PV) - povrch
21-Z (Rudolec - Sadek) - povrch 21-Z (Rudolec - Sadek) - povrch
ey -
21-Z (Rudolec - Sadek) - sonda 21-Z (Rudolec - Sadek) - sonda
19-Z (Rudolec - u studny 4) - povrch 19-Z (Rudolec - u studny 4) - povrch
8-Z (Chroustov zemina 1) - povrch 8-Z (Chroustov zemina 1) - povrch
— Metolachlor —_— Metolachlor
8-Z (Chroustov zemina 1) - sonda 20 pg/kg 8-Z (Chroustov zemina 1) - sonda ESA/OA
26-Z (Vlachovice - pole 1) - povrch =& 26-Z (Vlachovice - pole 1) - povrch .
e . ————
26-Z (Vlachovice - pole 1) - sonda & 26-Z (Vlachovice - pole 1) - sonda
= —
c(ug/kg) o 2 a 6 E 10 c(ug/kg © 05 1 15 2

W Metolachlor (isomers)

Metconazole W Metazachlor W Alachlor ® Acetochlor

& Metolachlor OA

Dimethachlor ESA

B Metolachlor ESA

™ Alachlor ESA

¥ Metazachlor OA 8 Metazachlor ESA

® Acetochlor OA W Acetochlor ESA

7.2.2. Postup zisku mikrobialnich taxonu s biodegrada¢nim potencidlem

e Pii izolacich kandidatnich degradéri se vychazi z principu, ze vSechny chemoorganotrofni
bakterie vyzaduji pro svij rust uhlikaty zdroj ve formé organickych sloucenin. Nékteré
mikroorganismy maji k dispozici specificky enzymovy aparat pro rozklad (degradaci) latek méné
béznych, jako jsou nékteré pesticidy ¢i jejich metabolity. Muze to byt dano bud’ strukturni
podobnosti téchto syntetickych latek s nékterymi pfirodnimi slou¢eninami, nebo jde o rozklad na
zakladé kometabolismu. Nelze vyloucit ani evoluci novych enzymi jako dasledek adaptace na

vyskyt urcitych latek v prostiedi.

e Kandidatni mikroorganismy schopné degradovat cilové analyty je mozné vykultivovat
z vhodnych vzorkd vody ¢i pudy (pfipadné sedimentt), které jsou kontaminovany matefskymi
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latkami nebo jejich jiz vzniklymi metabolity (viz grafy 1-6). Protoze bude ve vzorku pfitomno vice
druhti mikroorganismd, je potieba provést selekci, kterd povede k izolaci kandidatnich degradér.
Pii izolaci se pouziji definovana mineralni zivna média obohacena o jedinou organickou

slouceninu, kterou piedstavuje cilova cizoroda latka (pesticid nebo jeho metabolit).

V nasem pripad¢, kdy bylo zaméfeni na chloracetanilidové pesticidy, jsme vyuzili jako
modelové slouceniny pesticidy alachlor a acetochlor. V takovych zivnych prostiedich mohou riist
a mnozit se jedin¢ ty bunky, které maji schopnost jeji utilizace. To je pravé zakladni principialni
vlastnost, které se vyuzije pro selekci mikroorganismi V laboratornich nabohacovacich

experimentech.

e Pro realizaci nabohacovacich experimentt, pfi kterych dochazi k selekci mikroorganismu
degradujicich cilové analyty, se z kazdého vzorku kontaminované matrice odebere po 10 g sus.
zeminy nebo 10 ml vody. Vzorek se umisti do sterilnich Erlenmeyerovych ban¢k spole¢né s 90 ml
minerdlniho média (BSM) s alachlorem nebo acetochlorem (alternativné jinou pesticidni latkou) o
koncentraci 50-100 mg/l (separatng). Pesticidy jsou V experimentu jedinym dostupnym
organickym zdrojem uhliku a energie. Banky jsou obaleny alobalem pro ochranu proti
fotodegradaci pesticidi a poté jsou umistény na tfepacku. Po 1 tydnu od zapoceti experimentu se
provede vySetieni na degradujici a celkové heterotrofni, kultivovatelné mikroorganismy. Dalsi
odbér a mikrobiologické vySeteni pak prob&hne po dal$im tydnu, tedy po 14 dnech od pocatku
pokusu. Experimenty probihaji pii bézné laboratorni teploté, nebo v termostatu pii konkrétni
zvolené teplotg.
Pozn. V naSem ptipadé byly provedeny upravy prostfedi, aby byly odstranény zejména primarni nedostatky
omezujici nebo vyluéujici rozvoj degrada¢ni mikroflory. Do vzorkid vod nebo zeminovych vyluhii byly dodany
zakladni mineralni Ziviny ve formé soli (KoHPO., KHPO4, (NH4)2S04, MgCl,.6H,0), tak aby bylo nutri¢né
chudé prostiedi dostatecné vybaveno nutrienty nezbytnymi pro rist a degradaéni pochody pfitomnych
mikroorganismi. V druhém ptipadé pak byl k vyse uvedenym vzorktim, krom& mineralnich zivin, pfidan jeste
alachlor nebo acetochlor (separatné v koncentraci 50—100 mg/l). Toto doplnéni specifického C-zdroje ve formé
,polutantu® vytvaii vhodny selek¢ni tlak na mikroorganismy vybavené degrada¢nimi mechanismy vici témto
latkédm.
e Po nabohaceni se izoluji jednotlivé druhy mikroorganismt, aby bylo mozné je sledovat
samostatné. K ziskani Cisté kultury (izolaci) se pouzije selektivni médium, které tvofi

bakteriologicky agar s obsahem ptislusného pesticidu. Vyuzije se metody kiizového roztéru, ktery
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je vsak Casto zapotiebi nékolikrat opakovat, nez dojde k ziskani ¢isté kultury. Cistota izolované
kultury se poté zkontroluje kultiva¢né a mikroskopicky. Navic se provede identifikace izolovaného

mikroorganismu pomoci molekularnich metod (PCR).

Pozn. Preferuji se takové typy mikroorganismu, které se v idealnim piipadé vyskytuji na selekcnich agarech

opakovang a ve vét§im mnozstvi.

7.2.3. Smésné konsorcium

Mikroorganismy mohou byt funkéni samy o sobé nebo mohou fungovat 1épe v konsorciu.
V nasem prtipad¢ byla ziskdna smésnd mikrobidlni populace, ktera je tvofena dvéma bakteriemi
Microbacterium testaceum a Brevundimonas diminuta a dvéma kvasinkami Cyberlindnera
suaveolens a Barnettozyma californica (viz tabulku 1). Toto konsorcium je popsano ve funk¢énim

vzorku [30] a navic byla jeho funk¢énost ovéfena v dekontaminaéni technologii [31].

Tabulka 1. Smésny mikrobialni preparat a jeho slozeni.

Preparat | Nazev mikroorganismu | Oznaceni ve Forma skladovani | Procentualni podil
firemni sbirce ve vysledném
mikroorganismu konsorciu

1 Microbacterium EPS 1067 lyofilizat 25 %

testaceum

2 Brevundimonas diminuta | EPS 1054 lyofilizat 25 %

3 Cyberlindnera EPS 1048 lyofilizat 25%

suaveolens

4 Barnettozyma californica | EPS 1049 lyofilizat 25 %

-14 -
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7.3. Selekce mikroorganismi z kontrolovaného experimentu vyuZzitim sekvenovani nové
generace
Cestu vedouci k cilené identifikaci kandidatnich mikroorganismii vyuzitelnych
v dekontaminaci ukazuje schematické znazornéni na obr. 2. Stejn¢ jako u kultiva¢niho postupu (viz

kapitolu 7.2.) je v prvnim kroku kli¢ovy vybér pesticidni latky nebo latek (viz kapitolu 7.1.).

Obrazek 2. Schématické zndzornéni postupu pro ziskani kandidatnich mikroorganismu

kontrolovanym experimentem a aplikaci vysokokapacitni metody sekvenovani nové generace.

Vybér Riziko pro zdroje pitné Aktualni vyznam z hlediska
pesticidnich latek a podzemni vody pouzivani — a stavu registrace
g
Volba davky na Mateiska latka a metabolit — Aplikace analytickych
kg susiny zeminy rizna perzistence standardu
Modelova Charakterizovana Plda bez xKontaminované pluda
puda » puda signifikantnich rezidui“*- cilovym polutantem
Aplikace Kalkulace vlhkosti Rozpusténi v kalkulovaném objemu
polutantu (napf. 50 %) vody pro homogenni rozsifeni
Dlouhodobé Perzistentni latky: Pravidelna kontrola Doplnéni
expozice >3 mésice ztraty hmotnosti | ddH,0
Odbér pudy, Pred odbérem: promichani
obvykle ¢ast pokud neodebirame profily
Lyofiiizace Odstranéni | Veskeré kalkulace
pudy vlhkosti probihaji na susinu
Analyza na Ovéreni degradace materské latky Transformace
rezidua a/nebo relevantniho metabolitu a metabolismus v ¢ase
Analyza na Izolace DNA a Sekvenace nové Vyhodnoceni
mikrobiom amplifikace barcody generace a interpretace
Signifikantni Organismy citlivé na Mozné cileni
taxony pesticidni expozici kultivace
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7.3.1. Volba davky modelového polutantu

e Na zaklad¢ zvoleného kontaminujiciho pesticidu/metabolitu se zvoli odpovidajici koncentrace

pro expozici.

e Rozhodujicim kritériem pro volbu odpovidajici davky je realisticky vyskyt latky v prostiedi a
také povolené a doporucené aplikacni davky. Mizeme vychazet z vlastnich skriningovych analyz
Vv prostiedi (napt. viz kapitolu 7.2.1). Pokud vsak nedisponujeme vlastnimi daty a nechystame se

je potizovat, provedeme resersi existujici literatury.

e Miize se zvazovat bud’ koncentrace jednotlivé latky nebo se mize piihlédnout ke koncentracim
vramci dané skupiny pesticidnich latek. Tato volba zalezi na konkrétnich latkach a jejich

relevantniho kvantitativniho vyskytu v prostiedi.

Pozn. Pokud jsou pesticidy aplikované ve srovnatelnych koncentracich, resp. spotiebach na hektar, je vhodné
pfistupovat k planovani davkovani pro experimenty v ramci pesticidni skupiny. Takovymto pfipadem jsou
chloracetanilidové pesticidy, pro které jsou aplika¢ni davky aktivni latky fadové v jednotkach kg na ha [32-35].
Pokud je nektery pesticid u€¢innéjsi o fad nebo vice nez jeho alternativa v ramci pesticidni skupiny, je vhodnéjsi
zvazovat davku pro experimenty v ramci jednotlivé matefské latky. Ilustrativnim ptikladem je rozdilna G¢innost,
a tedy i aplika¢ni davka mezi riznymi neonikotinoidy. Napi. davku imidaklopridu bychom volili ptiblizné o tad

vyssi nez v piipadé acetamipridu, a jeste¢ vétsi rozdil by byl v ptipadé thiaklopridu.

Konkrétni vybrané pesticidni latky vV nasem pripadé provedeni:

V naSem piipadé byly oblasti zdjmu chloracetanilidové pesticidy. Jednd se o pomérné
Sirokou skupinu latek s herbicidnim dinkem. Vzhledem k tomu, Ze jsou v Cesku jako ¢lenském
statu EU dva zastupci skupiny (alachlor a acetochlor) zakazany, jevi se na zaklad¢é recentniho
screeningu v nasich podminkach vhodnéjsi zvazovat obsah v ramci skupiny pesticidi. Metolachlor
spoleéné s jeho ESA metabolitem jako povolena alternativa k alachloru a acetochloru je v Cesku
V soucasnosti nejéastéji nalézanou pouzivanou pesticidni latkou v povrchovych vodach a druhou

nejcastéji nalézanou ve vodach podzemnich [36].

Vezmeme-li v potaz realna data znaSeho screeningu v zeminach, ktera jsou uvedena
v grafu 6, jevi se jako vhodna davka 20 pg/kg pro matetskou latku a pro metabolity ESA a OA o
fad méng¢, tedy 2 png/kg. Tyto davky jsme tedy pouzili pro expozi¢ni experiment S acetochlorem,

alachlorem a jejich metabolity ESA a OA.
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7.3.2. Modelova piida

e Vybere se modelova puda. Preferenéné volime bud’ pudu, ktera pochazi z lokality, kde se
pesticidy dlouhodobé nepouzivaji, nebo volime piidu z historicky zatizené lokality. Odebereme
dostate¢né mnozstvi ptdy, abychom mohli provést piipadnd opakovani pokusti. Piidu nechame

vyschnout na vzduchu.

e V suché pudé se provede hodnoceni kvality (zejména: pH H2O; pH KCI; uhli¢itany; sorpéni
vlastnosti a vyménné kationty; Cox — obsah humusu; Ntot — celkovy obsah dusiku; stanoveni
pristupnych zivin: Ca, Mg, K, P, Cu, Fe, Mn, Zn; zrnitost pidy), ¢imz ziskdme informace o
charakteristikach pudy.
Pozn. Charakteristiku piidy je dulezité archivovat pro interpretaci vysledkt a jejich budouci srovnani s vysledky
provedenymi na jiné pidé. Pokud ta sama nebo jind laboratof pouZije ptidu s vyrazné odlisSnymi charakteristikami
a pfipadn¢ z jiné lokality, je mnozné, ze vysledky z néslednych expozi¢nich experimentli budou signifikantné

odlisné.

Konkrétni modelova puda v nasem pripadé provedent:

V nasem piipadé jsme vyuzili ptidu ze staré¢ho sadu ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby
(VURV) v Praze 6 — Ruzyni. Ve ,starém sadu“ se dlouhodob& (>20 let) nepouzivaji pesticidy.
Modelova pida byla charakterizovana formou sluzby, pficemz zjisténé parametry jsou uvedeny
v tabulce S1. Pro zjisténi kvality byly odebrany c¢tyfi reprezentativni vzorky. Protoze jeden
vysledek ze ¢tyf opakovani vykazoval vyrazné odlehlou hodnotu pro obsah humusu, byl vyfazen
Z prezentace. Piida byla navic testovana na rezidua pesticidit pomoci LC-MS/MS, ¢imz byl ovéten

minimalni vliv kontaminace jinymi pesticidy na mikrobiom.

7.3.3. Provedeni expozi¢niho experimentu pesticidnimi latkami

e Pokusy se provadéji ve vhodnych experimentalnich nadobach, které nesmi byt nachylné
k adsorpci testovanych latek. Vhodné jsou napf. plastové kvétniky (obr S1). Hlinéné kvétniky vsak

vhodné nejsou.

e V modelové pude se pred jejim umisténim do kvétnikti provede analyza na obsah zbytkové
vihkosti. I kdyz pouzijeme suchou pudu, tak i ta obsahuje urcité procento vlhkosti. Tu stanovime

vysuSovanim. Nejsetrnéjsi je lyofilizace pudy (vysuseni mrazem za extrémné nizké teploty a tlaku),
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do kalkulaci pro navdzku a nasledné cilové navlhceni pudy.

e Oznacené kvétniky se vSemi zvolenymi variantami, které zahrnuji kontrolu a expozic¢ni latky,
jsou umistény na tac (obr. S2), ktery slouzi k jejich organizaci a usnadiuje manipulaci pii zalozeni

experimentu i v jeho pribéhu.

e Do kvétnikl navazime pudu s cilovou navazkou, ktera je kalkulovana na susinu. Pfi navazce tedy

zohlednime zbytkovou vlhkost, kterou stanovujeme tésné pied zaloZenim experimentu.

e Spocita se davkovani pesticidnich latek ve vodném roztoku. Kalkulace je provadéna tak, aby byl
do kvétniku ve vysledku aplikovan objem vodného roztoku pesticidni latky, kterym se po zaliti
najednou dosdhne pozadované vlhkosti a zdroven pozadovaného obsahu pesticidni latky. Pfi
rozpousténi pesticidnich latek se snazime se vyhnout pouziti rozpoustédel. Proto ovéfime
rozpustnost latky ve vodé€. Piesné kalkulovanou navéazku pak rozpoustime ve vod¢ za michani na
magnetické michacce pies noc. Pokud by nebyla latka dobfe rozpustna ve vodé, tak ji nejprve

rozpustime v malém objemu rozpoustédla, a pak aplikujeme do odpovidajiciho objemu vody.

Pozn. Timto postupem se zajisti homogenni rozlozeni testované latky v experimentalni zeminé. Kdybychom
provedli nejprve navlhéeni zeminy a az poté ptidali koncentrovany pesticid, nebyl by Vv zeminé rozptylen
rovnomérné. Obdobny problém by nastal pii aplikaci latky v menSim objemu a nasledném dolévani vody na

finalni vlhkost.
e Zaznamena se celkova vaha kvétniku s ptidou navlh¢enou na pozadovanou vlhkost.
Pozn. Tento krok je dulezity pro kontrolu vlhkosti v experimentu — viz dale.

e Kvétniky, ve kterych je zemina, jsou pfikryty bilou netkanou textilii, aby byla eliminovana
kiizova kontaminace, ale aby byl umoznén piistup vzduchu (obr. S3). Alternativné se muze

expozice provadét bez ptistupu vzduchu.

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 n¢&j vesel cely
experiment zaloZzeny v experimentalnich nadobach/kvétnicich. Pouzijeme klimabox s ptesnosti
fizeni vnitini teploty alespont 0,2 °C a homogenitou +0,8 °C. DtleZitou souc¢asti klimaboxu je také
alarm, ktery upozorni (a zaznamena) na neoCekavané vykyvy teplot, které by mohly ovlivnit

vysledky experimentu.
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e Po dobu kultivace se experiment alespoil jedenkrat tydné kontroluje. Kontroluje se celkova vaha
a v ptipad¢ potieby se doléva vypatena voda do piivodni hmotnosti, coz zaruci stabilni vlhkost

Vv prub&hu experimentu.

e Na konci experimentu se odeberou vzorky piidy. Pokud neodebirame profily, tak se na konci
experimentu promicha piida v kvétniku a nasledné se odeberou reprezentativni vzorky pro analyzy.
Vzorky se odeberou do vzorkovnic, vhodné jsou sterilni 50 ml flakény. Pro kazdou variantu je
vhodné odebrat vzorky alespont do 3 flakont pro jednotlivé analyzy a piipadné jako rezervni
vzorky. Vzorky se nasledné zmrazi a lyofilizuji. Vyhodou lyofilizované ptidy na konci experimentu

je, ze se nemusi separatn¢ stanovovat vlhkost v jiné ¢asti vzorku. Tento postup minimalizuje chyby.

Pozn. Po odbéru vzorkt v uréitém ¢asovém intervalu je mozné pokracovat v expozici dale. V tom ptipad¢ se
kvétniky umisti zpét do termostatu a pokracuje se v experimentalni expozici. Pro dopliiovani vlhkosti je pak
potieba pocitat s hmotnosti odebraného vzorku, a o tuto hmotnost je pak kalkulovana nizsi celkova hmotnost

kvétniku se zeminou.

e V lyofilizované pidé se provedou potiebné analyzy. Zasadni jsou dva druhy analyz. Jednak je
zasadni analyza na pfitomnost mateiské latky a metabolitd v experimentu. Dale je to analyza na
mikrobiom, ktera ukaze, které mikroorganismy se signifikantné¢ méni expozici konkrétnimi

latkami.

7.3.4. Ovéreni degradace expozi¢nich latek

e Na ziklad¢ zvolen¢ho kontaminujiciho pesticidu/metabolitu se provede analyza, kterd ukaze

obsah latky v dobé odbéru vzorku neboli na konci experimentu.

e Jako zdroj klicovych informaci poslouzi vysledky screeningu na pesticidy a jejich metabolity.
Principialné je vhodnou analytickou metodou LC-MS/MS. V piipadé, Ze matefska latka a

sledovany metabolit jsou znamé, je vhodné pouzit cilenou analyzu.

Konkrétni vysledky ovérujici stabilitu/biotransformaci ldtek v experimentu:

V naSem piipadé jsme do modelové ptidy aplikovali 20 mg/kg na suSinu matetskych latek,
které predstavovaly alachlor a acetochlor. V dalSich variantach jsme do pudy aplikovali jejich
metabolity ESA a OA v davkach 2 mg/kg na susinu. Davky byly odvozeny na zakladé¢ nami
provedenych skriningovych analyz (viz vyse). Celkem bylo tedy 6 variant expozice pesticidni

latkou a také byla pouzita kontrolni expozice bez ptidané pesticidni latky.
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Pesticidy a jejich relevantni metabolity byly aplikovany formou analytickych standarda:

a) Acetochlor: kat. ¢. 33379 (PESTANAL®, Sigma-Aldrich)

b) Alachlor: kat. ¢. 45316 (PESTANAL®, Sigma-Aldrich)

c) Acetochlor ESA: Kat. ¢. 34145 (PESTANAL®, Sigma-Aldrich)
d) Alachlor ESA: Kat. ¢. 34147 (PESTANAL®, Sigma-Aldrich)
e) Acetochlor OA: Kat. &. 34144 (PESTANAL®, Sigma-Aldrich)
f) Alachlor OA: Kat. &. 34146 (PESTANAL®, Sigma-Aldrich)

Vysledky ovérujici stabilitu/biotransformaci latek Vv padnim prostfedi jsou uvedeny
v grafech 7-12. Vysledky prezentované grafech piestavuji praimérné hodnoty ze 6 biologickych

opakovani po 3mési¢ni inkubaci v pidé pii stabilni teploté 18 °C a udrzované 50% vlhkosti.

Graf 7. Srovnani perzistence alachloru a jeho biotransformace po 3 meésicich pti pocatecni
aplikac¢ni davce 20 mg/kg. Vysledek ukazuje, Zze mateiska latka alachlor byla metabolizovana na
relevantni metabolity alachlor OA a v mensi mife na alachlor ESA, ale parcialné také na acetochlor.
Vysledek indikuje, Ze alachlor mize byt metabolizovan na jiny pesticid, tedy acetochlor (oznaceno

cervenou Sipkou).
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Graf 8. Srovnani perzistence acetochloru a jeho biotransformace po 3 mésicich pfi pocatecni
aplikacni davce 20 mg/kg. Vysledek ukazuje, ze matefska latka acetochlor byla metabolizovana

predevsim na relevantni metabolit acetochlor OA a v mensi mife na acetochlor ESA.

Acetochlor (20 mg/kg)
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Graf 9. Srovnani perzistence alachloru ESA a jeho biotransformace po 3 mésicich pii pocatecni
aplikacni davce 2 mg/kg. Vysledek ukazuje, ze alachlor ESA je velmi stabilni a neprobiha

transformace na dalsi relevantni produkty.
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Graf 10. Srovnani perzistence alachloru OA a jeho biotransformace po 3 mésicich pfi pocatecni
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aplikacni davce 2 mg/kg. Vysledek ukazuje, ze alachlor OA je dale degradovan a neprobiha
transformace na ESA metabolit. Byl vSak zaznamenan vyskyt acetochloru, coz mize znamenat
potencialni parcialni biotransformaci alachloru OA na acetochlor (ozna¢eno oranzovou Sipkou),

coz vykazuje podobnost se zjisténim parcialni transformace alachloru na acetochlor (viz graf 7).

Alachlor OA (2 mg/kg)
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Graf 11. Srovnani perzistence acetochloru ESA a jeho biotransformace po 3 mésicich pii po¢atecni
aplikacni davce 2 mg/kg. Vysledek ukazuje, Ze acetochlor ESA je dale degradovan a neprobiha

transformace na OA metabolit.
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Graf 12. Srovnani v perzistence acetochloru OA a jeho biotransformace po 3 mésicich pfi
pocatecni aplikac¢ni davce 2 mg/kg. Vysledek ukazuje, ze acetochlor OA je dale degradovan a

neprobiha transformace na ESA metabolit.

Acetochlor OA (2 mg/kg)

1.00
0.80
2
<, 0.60
€
0.40
0.20
\&O& Q(?V O?‘ \oK @V’ O?“
¥ o o ¥ > o
& R S v & S
X

7.3.5. Identifikace kandidatnich mikroorganismit NGS technologii

Mikroorganismy mohou meénit své zastoupeni pisobenim fady vlivli. V principu muize
pritomnost urcitého polutantu, pesticidu a jeho metaboliti, zplsobit zménu abundance jednotlivych

mikroorganismt, ale mize dojit také k vyrazné¢ zméné struktury celého mikrobiomu.

Provéteni, zda dochdzi, nebo nedochazi k ovlivnéni mikrobiomu v pudé, je jednim
z dulezitych faktord pii posuzovani rizik pesticidi a jejich relevantnich metabolitl na prostiedi.
V minulosti bylo dle reportu EFSA riziko acetochloru pro necilové mikroorganismy vyhodnoceno
jako malé [37]. Vliv alachloru na mikrobialni aktivitu pidy byl v minulosti také hodnocen, ale
nebyl hodnocen jako vyrazné rizikovy [38]. Co je jasné, Ze na biodegradaci matefskych latek
chloracetanilidovych pesticidi se u¢astni mikroorganismy [39, 40]. V poslednich letech vyvinuté
vysokokapacitni ptistupy mohou ukazat diive neodhaleny vliv na padni mikrobiom, a to jak

prokaryoticky, tak eukaryoticky.
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e Vhodnd metoda pro analyzu mikrobiomu je metabarkodovani 16S a 18S s vyuzitim
vysokokapacitniho sekvenovani (napf. vyuzitim Illumina technologie, nebo jinou alternativou jako

Nanopore, PacBio).

e Vysledky je mozno zpracovat za pomoci riznych vhodnych programi (napi. Mothur, UParse,
DADA, R, atd.). Hodnoceni dat vysokokapacitniho sekvenovani podléha neustalému vyvoji, a tak

je vhodné pouzit v soucasnosti nejpokrocilejsich a nejpouzivanéjsich bioinformatickych metod.

Konkrétmi  vysledky  ukazujici  rozdily v abundanci  bakterialnich  taxonu  ziskanych

vysokokapacitnim sekvenovanim:

V nasem ptipad¢ jsme zvolili metabarkodovou analyzu V4 fragmentu 16S rRNA genu.
Produkty byly sekvenovany na platformé Illumina MiSeq v Research Resources Center University
of Illinois at Chicago v USA. Data byla zpracovana pomoci programu R (verze 4.2.0) [41]
roz§iteného o nasledujici balicky:

» MicrobiotaProcess [42]
» phyloseq [43]
* ggplot2 [44, 45]
+ tidyverse [46]
* vegan [47]
* coin [48, 49]
* reshape2 [50]
* ggnewscale [51]
» dada2 [52]
Vysledky prezentované v grafu 13 indikuji, Ze jednotlivé varianty expozic ovlivnily strukturu

bakterialniho mikrobiomu. Z tohoto znazornéni vSak nelze exaktn¢ indikovat bakterialni taxony.
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Graf 13. Vysledky vyhodnoceni relativni abundance bakteridlnich kment v zavislosti na
pfitomnosti matetskych pesticidnich latek a jejich degradacnich produktt (metabolitl), které byly
ptidany do pudy. Vysledky jsou vyobrazeny v jednotlivych 6 biologickych opakovanich na
pesticidni latku a kontrolu.

ACE ACEESA ACEOQA ALA ALAESA ALAOA Control

relative abundance (%)

Legenda:

Identifikované bakterialni taxony (taxonomicka tiroveit kmen) zobrazené ve sloupcovém grafu:

p__Protecbacteria p__Verrucomicrobiota p__Armatimonadota p__Latescibacterota _WS2

p__Bactercidota p__My=ococcota p__Methylomirabilota p__Dependentias _ TH1A-33
__Actinobacteriota p__Elusimicrobiota p__Bdeliovibrionota p__Hydrogenedentes Others
__Acidobacteriota p__Patescibacteria p__MNB1- p__Cyanocbacteria

p__Chloroflexi p_ RCP2-54 p__Firmicutes. __Abditibacteriota

p__Gemmatimonadota p__MNitrospirota p__Desulfebacterota p__Entotheonellasota

p__Planctomycetota p__un_k__Bacteria p__Fibrobacterota p__Sumerlaeota

Varianty expozice: ACE — acetochlor; ACEESA — acetochlor ESA; ACEOA — acechlor OA; ALA
—alachlor; ALAESA — alachlor ESA; ALAOA — alachlor OA; Control — kontrola.
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Graf 14. Zmény v bakterialni o-diversité (celkova mira rozmanitosti druhti) v zavislosti na
pritomnosti pesticidi a jejich degradacnich produkti — 6 nejcastéji pouzivanych zptisobtl vypoctu.
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Cervené zakrouzkované vysledky znaéi signifikantni vysledky pro postoupeni daldim analyzam.
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Graf 15. Redundantni diskriminaéni analyza (RDA —také B-diversita) pro bakterie. Obecné rozdily
Vv piitomnosti bakterii jsou vidét jako distribuce podle osy Xx. Rozdily jsou mezi vzorky

S pritomnosti ESA a OA.
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Graf 16. Identifikované reagujici bakterie. Byla identifikovana jedna zatim neznama bakterie
kmene Magnetospiraceae a druha patfici do tfidy Podskupina 25 kmene Acidobacteriota.

f__Magnetospiraceae 4
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Graf 17. Vysledek odpovidajici na otazku, zda identifikované bakterie reaguji na piitomnost
pesticidu pozitivné nebo negativné. Podle vystupu z analyzy je zastoupeni tfidy Subgroup 25
(Podskupina 25) v ptitomnosti pesticidu nebo jeho degrada¢niho produktu nizsi nez v kontrolnim
vzorku. Tento bakterialni taxon reaguje na piitomnost pesticidu negativné.

c__Subgroup 25
ACE  ACEESA ACEOA  ALA  ALAESA ALAOA  Control
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Graf 18. Vysledek odpovidajici na otazku, zda identifikované bakterie reaguji na pfitomnost
pesticidu pozitivné nebo negativné. Podle vystupu zanalyzy je zastoupeni taxonu kmene
Magnetospiraceae V ptitomnosti pesticidu nebo jeho degradacniho produktu vyssi nez
Vv Kontrolnim vzorku. Tento bakterialni taxon reaguje na pfitomnost pesticidu pozitivné.
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Podle vystupu 7 analyzy v grafu 18 je patrné, Ze bakteridlni taxon Magnetospiraceae reaquije
pozitivné (tj. zvySenou abundanci), a proto je vhodny pro cileni postupu izolace kandiddta
degradujiciho pesticid/metabolit.

Na druhou stranu vystup 7 grafu 17 indikuje nevhodnost cileni izolace pro bakteridalni
taxon Subgroup 25, ktery reaguje na pesticidovou expozici snizenou abundanci.
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Graf 19. Obdobnym zpusobem jako pro bakterie jsme identifikovali rozdily v abundanci
eukaryotnich taxonti (kvasinek, hub, plisni, prvokl, apod.) ziskanych vysokokapacitnim

sekvenovanim oblasti 18S rRNA genu.
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Graf 21. Redundantni diskriminaéni analyza (RDA — také B-diversita) pro eukaryota. Obecné

rozdily v piitomnosti eukaryot jsou vidét jako distribuce podle osy x. Rozdily jsou mezi vzorky
S pfitomnosti ESA a OA.
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Graf 22. Identifikovano — Mariannaea elegans a dalsi pfibuznd mikroskopicka houba, piesnéji
neuréené (parazitujici) houby rodt Paramicrosporidium a Fusarium.
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0

Graf 23. Vysledek odpovidajici na otazku, zda identifikovana eukaryota reaguji na pfitomnost
pesticidu pozitivné nebo negativné. Podle vystupu z analyzy je zastoupeni druhu Mariannaea
elegans v pritomnosti pesticidu nebo jeho degrada¢niho produktu nizsi nez v kontrolnim vzorku.
Tento eukaryotni taxon reaguje na ptitomnost pesticidu negativng.
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Graf 24. Vysledek odpovidajici na otdzku, zda identifikovana eukaryota reaguji na pfitomnost

pesticidu pozitivné nebo negativné. Podle vystupu z analyzy je zastoupeni taxonu Fusarium
Vv ptitomnosti pesticidu nebo jeho degradaéniho produktu nizsi nez v kontrolnim vzorku. Tento

eukaryotni taxon reaguje na pfitomnost pesticidu negativné.
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Graf 25. Vysledek odpovidajici na otazku, zda identifikovana eukaryota reaguji na pfitomnost
pesticidu pozitivné nebo negativné. Podle vystupu zanalyzy je zastoupeni taxonu rodu
Paramicrosporidium v pfitomnosti pesticidu nebo jeho degrada¢niho produktu vyssi nez
Vv kontrolnim vzorku. Tento eukaryOtni taxon reaguje na pfitomnost pesticidu pozitivne.
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Podle vystupii 7 analyz v grafu 25 je patrné, Ze eukaryotni taxon rodu Paramicrosporidium
reaguje poziviné (1. zvySenou abundanci), a proto je vhodny pro cileni postupu izolace kandiddta
degradujiciho pesticid/metabolit.

relative abundance

+ median
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Na druhou stranu vystupy z grafit 23 a 24 indikuji nevhodnost cileni izolace pro eukaryotni
taxony Mariannaea elegans a taxon rodu Fusarium, které reaquji na pesticidovou expozici
snifenou abundanci.
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8. Srovnani novosti metodiky

Metodika piinasi inovativni postupy, které jsou relevantni k hodnoceni vlivu pesticida
(ptipadné jinych polutantl) na prostfedi a zejména mikroorganismy. Metodika nové pfinasi dva
rizné metodické postupy, kterymi lze cilit na identifikaci a nasledné ziskani mikroorganismii, které
by mohly byt potencidlné vyuzitelné v dekontaminacnich technologiich. Jeden postup je zalozen
na kultiva¢nich metodach, pti kterych je polutantu vyuZzivano jako substratu pro mikroorganismy,
které se izoluji z prostiedi historicky zatizeného konkrétnimi pesticidy. V druhém postupu jsou
aplikované vysokokapacitni sekvena¢ni technologie, kterymi Ize identifikovat potencialni
mikrobidlni kandidaty reagujici na konkrétni latky. Druhy postup Ize aplikovat na riznych ptdach,
je vsak v piiklad¢ provedeni optimalizovan na pesticidy historicky nezatizené pudé¢, ktera je
konkrétnimi pesticidnimi latkami zatizena uméle laboratorné. Novost metodiky je nejen
Vv pouzitych metodickych postupech, ale také ve faktu, Ze je pouzito jak matetské latky, tak jejich
relevantnich metaboliti. Metodika navic diky ptikladiim provedeni poskytuje nové informace 0
konkrétnich matetskych latkdch a metabolitech problematickych chloracetanilidovych pesticidi
alachloru a acetochloru. Metodika nové piinasi hodnoceni rizika a transformace téchto latek
Vv prostiedi nejen z pohledu osudu sledovanych analytu, ale také vlivu na pidni mikrobiom, ktery
je klicovy pro jejich biotransformaci. Metodika zohlednuje jak prokaryotické (bakterialni), tak
eukaryotické mikroorganismy, pfi¢emz je z vysledkil patrna mozné souhra bakterii a eukaryot

Vv biotransformacich polutantii, coz ukazuji oba postupy.

9. Uplatnéni metodiky

Metodika mé uplatnéni ve vice oborech najednou. I kdyz je metodika zamétena na pesticidy,
tak jeji aplikovatelnost je principialné i na jiné polutanty kontaminujici vodu a pidu. Metodika ma
uplatnéni jednak pii vyvoji nastroji pro dekontaminaci zivotniho prostedi zejména ve vztahu ke
znecisténi vod, které jsou zalozeny na funkénich mikrobidlnich izolatech. Informace, které je
mozné metodikou ziskat o pfirozenych mikroorganismech a jejich reakci na ptitomnost pesticidi,
jsou potencialné vyuzitelné pti bioremediacich. Metodika ma dale uplatnéni pfi hodnoceni rizik
pesticidi na zivotni prostfedi a necilové organismy, kterymi je pidni mikrobiom tvofici jak
prokaryotické (bakterie), tak eukaryotické organismy. Prokazany vliv latek na funk¢éni mikrobiotu

muize mit disledky pro cely ekosystém a ovlivnit tak i makroorganismy véetné ¢lovéka. Z tohoto
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pohledu je metodika uréena pro odborné pracovniky zaméfené na hodnoceni rizik pesticidii na
prostiedi, pficemz se jedna zejména o perzistentni pesticidy.

Potencialnimi uZivateli v Cesku i v zahrani¢i jsou spoleénosti a odborni pracovnici zabyvajici
se vyvojem dekontaminacnich technologii, ale také spolecnosti zabyvajici se znecisténim prostiedi
pesticidy. Kritické je znec€iSténi pesticidy pro pitnou vodu, a tak je metodika ur¢ena vyznamnou
mérou také provozovatelim upraven vody, které musi udrzovat v pitné vodé uzakonéné podlimitni
hladiny pesticidnich latek. Metodika se vyrazné vztahuje Kk Narodnimu akénimu planu
k bezpe¢nému pouzivani pesticidtt (NAP) spadajiciho do gesce Ministerstva zemé&délstvi CR (MZe
CR), které jej ve spolupraci s Ministerstvem Zivotniho prostiedi CR (MZP CR) a Ministerstvem
zdravotnictvi CR (MZd CR) vyhodnocuije a periodicky aktualizuje. Vyuziti metodiky je tedy také
pro organy zabyvajici se pouzivanim pesticidii zahrnujici hlavné POR a hodnocenim rizik

spojenych s jejich pouzivanim.
10. Ekonomické prinosy metodiky

Znecisténi prostiedi pesticidy lze zatadit mezi hlavni globalni hrozby. Na ¢isténi vod a pid se
kazdoro¢né vynakladaji obrovské prosttedky. Pro ilustraci, EU vyclenila v ramci politiky
soudrznosti a environmentalniho podprogramu programu LIFE pro oblast Zivotniho prostiedi a
zmény klimatu (2014-2020) 14,2 miliard eur na ¢isténi vod a 2,4 miliard eur na dekontaminace
pidy [53]. Metodické postupy Vv metodice (zejména druhy postup) jsou zalozeny na
nejmodernéjsich technologiich a sofistikovaném vyhodnoceni dat, pro které je zapotiebi
vysokokapacitnich pfistroji, jejich potizovaci cena je i v desitkach milion K¢. Navic je zapotiebi
pro vyhodnoceni a interpretaci dat vysoce erudovanych pracovnikii. Piesto je aplikaci téchto
nejmodernéjsich postupti mozné dosdhnout vyrazného ekonomického snizeni nakladi oproti
soucasnému stavu, protoze dojde v koneéném diisledku k urychleni navrzeni dekontamina¢nich
strategii. Financni uspory by se pak mohly pohybovat 1 ve stovkdch milionlt K¢ na ptipad.
Z globalniho pohledu je potencial i v miliardach eur a jen obtizné nacenitelny finanéni pfinos je
v prevenci kontaminace, pokud by byla metodika aplikovana pfi prevenci a pro spravné hodnoceni
rizik polutantti. Pokud by byly metodikou ziskané konkrétni mikrobidlni izolaty, které by se
uplatnily pfi tpravée pitnych vod nadlimitné zatiZenych perzistentnimi pesticidy, mohl by byt ptfinos
v fadech miliont K¢ na jednotku. Technologie vyuzivajici biodegradacniho potencialu

mikroorganismi v bioreaktoru jsou vhodné pro malé a stfedni Gpravny vod, pfi¢emz neni potieba
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vyuzit potencialu technologii, kterych vyuzivaji velké upravny vody a které by byly pro malé

upravny neekonomické.
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12. Prilohy

Obrazek S1. Plastové kvétniky pouzité v experimentech

https://www.plastia.eu/kvetinac-narcis-bila-29305p

Obrazek S2. Experimentalni kvétniky umisténé na tac

Obrazek S3. Kvétniky, ve kterych je zemina, jsou pfikryty bilou netkanou textilii, aby byla
eliminovana kiizova kontaminace, ale aby byl umoznén pfistup vzduchu
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Obrazek S4. Experiment probiha v klimaboxech s nucenou cirkulaci

Tabulka S1. Vysledky hodnoceni kvality modelové 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 0,06-0,25 Zrn 0,26-2,0
% % % % % %
19,4 44,5 89,9 453 5,9 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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