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1. Financování, certifikace, prohlášení, poděkování 

 

Financování: 

Tato certifikovaná metodika je výsledkem projetu TA ČR                         

č. TH03030118 s názvem „Metody dekontaminace a detekce 

perzistentních chloracetanilidových pesticidů a jejich metabolitů, které 

jsou legislativně sledované“ řešeného v období 2018–2021. Výstup byl 

podpořen také z institucionální podpory MZe RO0418. 

 

Certifikace: 

Metodice bylo uděleno osvědčení Ústředního kontrolního a zkušebního ústavu 

zemědělského (ÚKZÚZ) UKZUZ 184368/2022. 

O uplatnění metodiky byla uzavřena smlouva TH03030118/NMet, podle ustanovení § 1746 

odst. 2 zákona č. 89/2012 Sb., občanského zákoníku. Smlouva byla uzavřena mezi účastníky 

projektu (VÚRV, ALS CR, EPS biotechnology) a Vodárenskou akciovou společností, a.s. 

Podíly organizací na výsledku upravuje samostatná smlouva o využití výsledků dosažených 

v projektu výzkumu a vývoje č. TH03030118. 

Oponentní posudky vypracovali: Mgr. Hana Kubátová, Ph.D., a Doc. Mgr. Martin Šlachta, 

Ph.D. 

 

Prohlášení: 

Předkladatel metodiky prohlašuje, že zpracovaná metodika nezasahuje do práv jiných osob 

z průmyslového nebo jiného duševního vlastnictví. 

 

Poděkování: 

Autorský tým děkuje recenzentům metodiky za podnětné a cenné připomínky. 

Autoři děkují Miroslavě Bodrinové, Julii Chalupníkové a alumni studentům Alžbětě Mikulové a 

Kateřině Bártové za technickou pomoc při expozičních experimentech.  
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2. Název a anotace česky 

Název: Metodika pro cílené získání mikrobiálních izolátů dekontaminujících prostředí 

zatížené perzistentními polutanty 

Anotace: 

Fungování moderní společnosti s sebou přináší znečištění prostředí látkami, které se později mohou 

stát ekologickým problémem. Mezi takovéto látky se řadí chloracetanilidové pesticidy, z nichž 

alachlor a acetochlor jsou v EU zakázány. Přes zákaz se však v prostředí stále vyskytují a 

především jejich legislativně sledované metabolity ESA a OA kontaminují podzemní i povrchové 

vody. Cílem této metodiky bylo vyvinout postupy, které by umožnily identifikovat 

mikroorganismy využitelné pro degradaci chloracetanilidových pesticidů a jejich relevantních 

metabolitů. I když je metodika zaměřena na tyto konkrétní polutanty, tak postupy jsou principiálně 

aplikovatelné i na další pesticidy a prakticky libovolné polutanty. Metodika nabízí dva různé 

přístupy vedoucí k identifikaci kandidátních degradérů. Jeden postup je založený na klasických 

kultivačních metodách mikrobiologie, kde jsou kandidátní organismy hledány v historicky 

zatíženém prostředí a problematická látka slouží jako zdroj stavebních prvků při izolacích z vody 

či půdy. Druhý postup využívá vysokokapacitních sekvenačních technologií, které poskytují obraz 

o bakteriálním i eukaryotickém mikrobiomu a kontaminace je simulována laboratorně. Přirozeně 

se vyskytující mikroorganismy, které lze získat těmito metodickými postupy, mají potenciál pro 

využití v dekontaminačních technologiích. Metodika navíc díky příkladům provedení poskytuje 

nové informace o problematických chloracetanilidových pesticidech a jejich relevantních 

metabolitech. Bylo identifikováno riziko přechodu alachloru na acetochlor, což indikuje potenciál 

falešně pozitivních identifikací acetochloru jako mateřské látky. Metodika nově přináší hodnocení 

rizika a transformace těchto látek v prostředí nejen z pohledu osudu sledovaných analytů, ale také 

vlivu na půdní mikrobiom. Metodika zohledňuje jak prokaryotické (bakteriální), tak eukaryotické 

mikroorganismy, přičemž lze podtrhnout souhru bakterií a eukaryot v biotransformacích polutantů, 

což ukazují oba postupy. Data ukazující změny ve struktuře půdního mikrobiomu jsou důležitá 

také při hodnocení rizik pesticidů, kde má metodika také své uplatnění.  
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3. Název 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. Úvod 

Rezidua některých pesticidů se vyskytují v prostředí i dlouho po jejich zákazu. Mezi takové 

pesticidy patří alachlor a acetochlor, které mají systémový herbicidní účinek. Tyto dva pesticidy 

byly zakázány v Evropské unii (EU) v souladu s nařízením Evropského parlamentu a Rady (ES) č. 

1107/2009 o uvádění přípravků na ochranu rostlin (POR) na trh. Ačkoliv byl alachlor zakázán od 

roku 2008 a acetochlor od roku 2013, objevují se jejich rezidua v prostředí dodnes. V případě 

těchto pesticidů však mají z hlediska nežádoucího výskytu v prostředí větší význam jejich 

metabolity. Za zvláště rizikové relevantní metabolity chloracetanilidových pesticidů jsou 

považovány ESA a OA, které jsou ve srovnání s mateřskými látkami vysoce stabilní. Protože 

představují jisté environmentální a zdravotní riziko, jsou legislativně sledovány společně 

s mateřskými látkami. Zvláštní riziko představuje potenciál kontaminace pitných vod, a to jak 

podzemních, tak povrchových. Významný je fakt, že tyto metabolity kontaminují vody 

dlouhodobě, protože se z půdního prostředí uvolňují postupně. Pro takto perzistentní a rizikové 

polutanty je potřeba mít k dispozici spolehlivé nástroje pro jejich monitoring, ale také hledat 

vhodné technologie pro jejich eliminaci ve vodním a půdním prostředí. 

5. Cíl metodiky 

Cílem této metodiky je předložit inovativní postupy využitelné pro cílené získání 

mikrobiálních izolátů účinných pro degradaci polutantů s konkrétním zaměřením na 

chloracetanilidové pesticidy a jejich relevantní metabolity. Cílem je získat metodiku, která bude 

mít obecnou platnost pro zájemce o získání mikrobiálních izolátů. Metodika má v principu nabízet 

dva přístupy, jeden založený na klasických kultivačních metodách mikrobiologie a druhý 

vycházející z vysokokapacitních technologií. Přirozeně se vyskytující mikroorganismy, které lze 

získat těmito metodickými postupy, se podílí na biotransformacích cílových látek. Proto je 

důležitým, ačkoliv vedlejším cílem metodiky, také sledování osudu mateřských látek a jejich 

metabolitů v prostředí. 

6. Význam chloracetanilidových pesticidů a jejich metabolitů 

Chloracetanilidové pesticidy jsou poměrně početnou skupinou pesticidů. Jsou používány 

jako herbicidy. Jejich použití je zejména k likvidaci plevelů a jednoletých trav. Mohou ovlivňovat 

syntézu alkylových řetězců delších než C18 mimo chloroplast a tím inhibovat elongaci mastných 
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kyselin s dlouhým řetězcem [1]. Dále mohou tyto herbicidy jejich deriváty např. blokovat syntézu 

prekurzorů gibberelinů [2] či flavonoidových metabolitů [3]. Protože existuje celá řada 

chloracetanilidových herbicidů, lze předpokládat také další mechanismy účinku [4]. 

Chloracetanilidové pesticidy zůstávají po aplikaci po určitou dobu v půdě. Za anaerobních 

podmínek jsou stabilnější než za aerobních podmínek, za kterých jsou vcelku rychle degradovány 

[5]. Mohou se uvolňovat vyluhováním nebo povrchovým odtokem a kontaminovat podzemní a 

povrchové vody [6]. Chloracetanilidové pesticidy jsou také často detekovány v podzemních a 

povrchových vodách, kde mohou představovat riziko pro řadu organismů [7]. I při nízkých 

koncentracích ve vodě i zemědělských produktech mohou představovat riziko pro veřejné zdraví a 

životní prostředí. Mateřské látky i relevantní metabolity mohou mít genotoxický účinek. Mohou 

zvyšovat oxidativní stres zvyšováním reaktivních forem kyslíku a spouštět apoptózu [8]. Studie 

navíc indikovaly jejich spojitost se vznikem rakoviny a Parkinsonovy choroby [9, 10]. Minimálně 

z těchto důvodů je potřeba předcházet zatížení životního prostředí a expozicím necílových 

organismů rezidui chloracetanilidových pesticidů a jejich relevantních metabolitů. V případech, 

kdy je již prostředí látkami kontaminováno, je potřeba věnovat pozornost perzistenci v prostředí, 

navrhovat a realizovat prostředky pro jejich eliminaci. 

Pesticidy včetně chloracetanilidových mohou být v prostředí degradovány různými 

environmentálními faktory. Na zemědělských lokalitách i v sousedních ekosystémech, včetně 

vodních, existuje velké množství degradačních faktorů, které ovlivňují perzistenci pesticidů. 

Důležitými faktory jsou vyluhování z půdy, úroveň vlhkosti, intenzita světla, teplota, pH půdy a 

také UV záření. Nelze opomenout také klimatické vlivy. Dalším kritickým faktorem je přítomnost 

různých mikroorganismů, které mohou změnit chemické složení prostřednictvím degradace, 

mineralizace nebo konjugace [11–14]. V případě chloracetanilidových pesticidů představují 

z praktického hlediska větší problém v prostředí jejich relevantní metabolity, protože jsou 

podstatně hůře odbouratelné. Jedná se především o ESA a OA metabolity, na které jsou mateřské 

látky degradovány mikroorganismy. Tyto metabolity jsou sledované v prostředí obdobně jako 

jejich mateřské látky. Navíc podléhají také sledování ve vodách z hlediska legislativy [7, 15, 16]. 

Z hlediska legislativy v EU jsou při posuzování rizik pesticidních látek klíčová nařízení, která se 

vztahují ke kontaminacím podzemních a pitných vod. Při posuzování míry rizika pro pesticidy 

v podzemních vodách se v zásadě vychází ze směrnice Evropského parlamentu (EP) a Rady 
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2000/60/ES [17], kterou se stanoví rámec pro činnost Společenství v oblasti vodní politiky. 

Obdobná pravidla jsou stanovena pro pitnou vodu směrnicí 2020/2184 o jakosti vody určené 

k lidské spotřebě, která je přepracovanou verzí původní směrnice Rady 98/83/ES [18]. Zásadním 

a klíčovým předpisem je, že pro každý jednotlivý pesticid a jeho relevantní metabolity je povolený 

limit 0,1 µg/l, zatímco pro celkovou sumu pesticidních látek je limit 0,5 µg/l. Za relevantní 

metabolit se považuje pouze taková látka, jejíž přirozené vlastnosti jsou srovnatelné s vlastnostmi 

mateřské látky, a to pokud jde o účinek ve smyslu cílové aktivity původního pesticidu. Právě ESA 

a OA metabolity jsou relevantními metabolity, a proto jsou z hlediska legislativy monitorovány 

společně s jejich mateřskými látkami. Existují však výjimky, kdy je povolen mírnější limit, než 

výše uvedených 0,5 µg/l. Např. pro obec Křepčice v okrese Znojmo byla krajskou hygienickou 

stanicí povolena 20. února 2020 do 31. ledna 2023 vyšší povolená hodnota pro směsnou 

koncentraci acetochloru ESA a acetochloru OA, která byla pro tento konkrétní případ stanovena 

dočasně na 1,5 µg/l [19]. I přes toto konkrétní zmírnění limitu je patrný význam těchto relevantních 

metabolitů chloracetanilidových pesticidů. 

Relevantní metabolity jsou ve srovnání s mateřskými látkami chloracetanilidových 

pesticidů problematicky degradovatelné, ale mohou být relativně dobře odstraněny např. 

technologiemi využívajícími aktivní uhlí [20]. Používání těchto technologií je však spojeno 

s nemalými náklady a je vhodné pouze pro některé úpravny vody. Vhodným nástrojem pro jejich 

odstranění ve vodách i v zatížené půdě by mohly být určité mikroorganismy. Pro tento účel však 

nejsou vhodné všechny mikroorganismy, protože nemusí disponovat potřebnou schopností vůbec 

nebo pouze v relativně malé míře [21, 22]. Na způsoby identifikace vhodných mikroorganismů 

použitelných při dekontaminaci chloracetanilidových metabolitů se právě zaměřuje tato metodika. 

7. Vlastní popis metodiky 

Vlastní metodika je založena na inovativním přístupu, jehož aplikací v praxi je možné získat 

cíleně izoláty použitelné v degradaci perzistentních pesticidů anebo jejich metabolitů. Metodika 

zahrnuje v podsadě dva principiální postupy, přičemž jeden je založen na tradičním kultivačním 

postupu a druhý na nejmodernějších state-of-the-art metodách. V případě prvního metodického 

postupu je v podstatě kritické identifikovat kontaminovanou lokalitu, ze které se odebere materiál, 

např. kontaminovaná podzemní voda, ze které jsou pak izolovány mikroorganismy. Pesticidní látka 

v zásadě slouží jako substrát pro mikroorganismus. V druhém postupu je pro laboratorní simulace 
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vybrána modelová zemina, která je kontaminovaná vybraným pesticidem a případně jeho 

relevantními metabolity. Po určitém časovém úseku jsou odebrány vzorky, ve kterých je ověřen 

zbytkový obsah mateřské látky a metabolitů. Navíc je provedena vysokokapacitní analýza na 

mikrobiom, s výhodou nejen na bakterie, ale také na eukaryota. Každý z těchto dvou principiálních 

postupů má své výhody a nevýhody. V případě prvního postupu je potenciálně získán 

kultivovatelný mikroorganismus, který dokáže využívat pesticid jako zdroj prvků (hlavně uhlíku). 

Až pak se mikroorganismus nebo jejich konsorcium testuje, jakým způsobem reaguje v systému, 

resp. prostředí. V druhém případě je získán celkový obraz o struktuře mikrobiomu a jeho změnách 

vlivem přítomnosti testovaných polutantů. Změny v mikrobiomu, zvláště pokud mikroorganismy 

zvyšují svoji abundanci, jsou indikativní z hlediska potenciálu metabolizovat sledované látky. Na 

základě takovýchto komplexních výsledků je pak možné potenciálně cílit izolace mikroorganismů. 

7.1. Výběr pesticidu/metabolitu pro hodnocení 

Při návrhu konkrétního metodického postupu je nutno brát v úvahu realistický výskyt a 

perzistenci pesticidu a jeho relevantních metabolitů v prostředí. Při výběru látek je důležité 

vycházet z aktuálních potřeb odpovědných orgánů a celospolečenského významu. Metodický 

postup v této metodice byl vyvinut na případech chloracetanilodových pesticidů a jejich 

relevantních metabolitů ESA a OA. Zvláštní zaměření bylo na alachlor a acetochlor, které jsou 

v EU zakázané. Alachlor se nesmí používat od roku 2008 nařízením č. 2006/966/ES [23] a 

používání acetochloru byl zakázáno nařízením 1372/2011 od roku 2013 [24]. Je na místě zdůraznit, 

že přísný přístup aplikovaný při regulaci pesticidů v EU však nemá většinou obdobu mimo EU. 

Řada pesticidů zakázaných v EU je tedy jinde ve světě dále používána. Významné je obecné 

zjištění, že Spojené státy (USA) jsou ve srovnání se státy EU, ale dokonce i jinými státy ve světě, 

pozadu v zakazování pesticidů, které byly v EU nebo jinde vyhodnoceny jako škodlivé a skutečně 

zakázány [25]. To dokumentuje, že ačkoliv v USA probíhá také velmi důkladné hodnocení rizik 

pesticidů, nepanuje shoda s EU i jinými zeměmi ve světě ohledně zakazování pesticidů. Může tedy 

dojít k případům, že některé pesticidy jsou v EU již zakázané, zatímco jinde ve světě jsou hojně 

používané. V zemích EU se to týká právě alachloru a acetochloru, které jsou již zakázané. 

Skríningové analýzy prostředí pak odhalují perzistenci těchto mateřských látek a také jejich 

relevantních metabolitů. V jiných zemích, kde jsou tyto látky stále povoleny, a tedy i používány, 

je situace jiná. V takovém případě je totiž již kontaminované prostředí obohacované používáním 
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přípravků. I když je spotřeba pro snížení rizik na prostředí a člověka omezena, jedná se o 

pokračující přísun těchto látek do prostředí. To je také případ alachloru a acetochloru nejen v USA 

[26–29]. 

7.2. Získání kandidátních mikroorganismů kultivačním postupem ze zatížené matrice 

Cestu cíleného získání kandidátních mikroorganismů kultivačním postupem znázorňuje 

schéma na obr. 1. 

Obrázek 1. Schématické znázornění postupu pro získání kandidátních mikroorganismů 

kultivačním postupem. 

 

 

7.2.1. Identifikace kontaminované lokality a vytipování matric pro izolace 

● Na základě zvoleného kontaminujícího pesticidu/metabolitu se provede vytipování lokality. 

Vhodná lokalita může být vytipovaná na základě historických záznamů o používání POR. Klíčové 

je však prokázání dlouhodobého výskytu přesahující legislativní limity pro pesticidy ve vodách. 

● Jako zdroj klíčových informací poslouží multiresiduální skríning na pesticidy a jejich metabolity. 

Je možné využít cílených analýz a vhodnou analytickou metodou je LC-MS/MS a GC-MS/MS.  
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Konkrétní výsledky skríningů vody a zeminy: 

V našem případě byl na začátku proveden LC-MS/MS screening zdrojů vod, který 

zahrnoval studny, vrty, povrchové vody, ale také zeminy. Na základě úvodní skríningové studie 

byly vybrány lokality pro izolace kultivačními postupy. Vzhledem k získaným izolátům jsou na 

grafech 1–6 uvedeny pro ilustraci především výsledky z lokalit, ze kterých byly získány. 

a) Voda, Rudolec, studna 4 (získaný izolát: EPS 1067: Microbacterium testaceum) 

 

Graf 1. Srovnání výskytu acetochloru ESA a alachloru ESA ve studnách 3 a 4 na lokalitě Rudolec. 

Výskyt acetochloru ESA je řádově 100× vyšší než alachloru ESA. Ze srovnání screeningu 

provedeného v roce 2019, je navíc patrné, že studna 4 je více kontaminovaná, a proto vhodnější 

pro izolaci kandidátních mikroorganismů. Hodnoty pro acetochlor ESA ve studni 4 přesahují 

legislativní limit pro jednotlivé pesticidní látky, a dokonce se blíží 0,5 µg/l, tedy legislativnímu 

limitu pro směsnou koncentraci. 
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Graf 2. Měření v následujících letech 2020 a 2021 potvrdily, že studna 4 v Rudolci je dlouhodobě 

kontaminovaná acetochlorem ESA. 

 
 

 

b) Voda, Chroustov, vrt BC 1 - směs (získaný izolát: EPS 1054 – Brevundimonas diminuta) 

Graf 3. Srovnání výskytu acetochloru a alachloru ESA ve vrtech v Chroustově. Acetochlor ESA 

výrazně převládá nad alachlorem ESA a zejména ve vrtu BC-1 překračuje limity nejen pro 

jednotlivou pesticidní látku, ale i pro směsnou pesticidní koncentraci – 0,5 µg/l. 
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Graf 4. Měření v následujících letech 2020 a 2021 potvrdily, že vrt BC-1 v Chrostouvě je 

dlouhodobě významně kontaminovaná acetochlorem ESA. 

 

 

 

c, d) Zemina z lokality Puklice (získaný izolát: EPS 1048 – Cyberlindnera suaveolens - 

kvasinka); Zemina z lokality Puklice (získaný izolát: EPS 1049 – Barnettozyma californica - 

kvasinka) 

Graf 5. Měření prokazující vysoký obsah acetochloru ESA ve vodách na lokalitě Puklice, která 

byla další zdrojovou lokalitou pro izolaci kandidátních degradérů. 2 kandidátní izoláty byly získány 

z lokality Puklice, ale ze zeminy (viz graf 6). 
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Graf 6. Výsledky měření prokazující vysoký obsah chloracetanilidových pesticidů a relevantních 

metabolitů v zeminách. Zemina odebraná z lokality Puklice posloužila jako zdroj pro selekci 

kandidátních mikroorganismů. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.2.2. Postup zisku mikrobiálních taxonů s biodegradačním potenciálem 

● Při izolacích kandidátních degradérů se vychází z principu, že všechny chemoorganotrofní 

bakterie vyžadují pro svůj růst uhlíkatý zdroj ve formě organických sloučenin. Některé 

mikroorganismy mají k dispozici specifický enzymový aparát pro rozklad (degradaci) látek méně 

běžných, jako jsou některé pesticidy či jejich metabolity. Může to být dáno buď strukturní 

podobností těchto syntetických látek s některými přírodními sloučeninami, nebo jde o rozklad na 

základě kometabolismu. Nelze vyloučit ani evoluci nových enzymů jako důsledek adaptace na 

výskyt určitých látek v prostředí. 

● Kandidátní mikroorganismy schopné degradovat cílové analyty je možné vykultivovat 

z vhodných vzorků vody či půdy (případně sedimentů), které jsou kontaminovány mateřskými 
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látkami nebo jejich již vzniklými metabolity (viz grafy 1–6). Protože bude ve vzorku přítomno více 

druhů mikroorganismů, je potřeba provést selekci, která povede k izolaci kandidátních degradérů. 

Při izolaci se použijí definovaná minerální živná média obohacená o jedinou organickou 

sloučeninu, kterou představuje cílová cizorodá látka (pesticid nebo jeho metabolit). 

V našem případě, kdy bylo zaměření na chloracetanilidové pesticidy, jsme využili jako 

modelové sloučeniny pesticidy alachlor a acetochlor. V takových živných prostředích mohou růst 

a množit se jedině ty buňky, které mají schopnost její utilizace. To je právě základní principiální 

vlastnost, které se využije pro selekci mikroorganismů v laboratorních nabohacovacích 

experimentech. 

● Pro realizaci nabohacovacích experimentů, při kterých dochází k selekci mikroorganismů 

degradujících cílové analyty, se z každého vzorku kontaminované matrice odebere po 10 g suš. 

zeminy nebo 10 ml vody. Vzorek se umístí do sterilních Erlenmeyerových baněk společně s 90 ml 

minerálního média (BSM) s alachlorem nebo acetochlorem (alternativně jinou pesticidní látkou) o 

koncentraci 50–100 mg/l (separátně). Pesticidy jsou v experimentu jediným dostupným 

organickým zdrojem uhlíku a energie. Baňky jsou obaleny alobalem pro ochranu proti 

fotodegradaci pesticidů a poté jsou umístěny na třepačku. Po 1 týdnu od započetí experimentu se 

provede vyšetření na degradující a celkové heterotrofní, kultivovatelné mikroorganismy. Další 

odběr a mikrobiologické vyšetření pak proběhne po dalším týdnu, tedy po 14 dnech od počátku 

pokusu. Experimenty probíhají při běžné laboratorní teplotě, nebo v termostatu při konkrétní 

zvolené teplotě. 

Pozn. V našem případě byly provedeny úpravy prostředí, aby byly odstraněny zejména primární nedostatky 

omezující nebo vylučující rozvoj degradační mikroflóry. Do vzorků vod nebo zeminových výluhů byly dodány 

základní minerální živiny ve formě solí (K2HPO4, KHPO4, (NH4)2SO4, MgCl2.6H2O), tak aby bylo nutričně 

chudé prostředí dostatečně vybaveno nutrienty nezbytnými pro růst a degradační pochody přítomných 

mikroorganismů. V druhém případě pak byl k výše uvedeným vzorkům, kromě minerálních živin, přidán ještě 

alachlor nebo acetochlor (separátně v koncentraci 50–100 mg/l). Toto doplnění specifického C-zdroje ve formě 

„polutantu“ vytváří vhodný selekční tlak na mikroorganismy vybavené degradačními mechanismy vůči těmto 

látkám. 

● Po nabohacení se izolují jednotlivé druhy mikroorganismů, aby bylo možné je sledovat 

samostatně. K získání čisté kultury (izolaci) se použije selektivní médium, které tvoří 

bakteriologický agar s obsahem příslušného pesticidu. Využije se metody křížového roztěru, který 
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je však často zapotřebí několikrát opakovat, než dojde k získání čisté kultury. Čistota izolované 

kultury se poté zkontroluje kultivačně a mikroskopicky. Navíc se provede identifikace izolovaného 

mikroorganismu pomocí molekulárních metod (PCR). 

Pozn. Preferují se takové typy mikroorganismů, které se v ideálním případě vyskytují na selekčních agarech 

opakovaně a ve větším množství. 

7.2.3. Směsné konsorcium 

Mikroorganismy mohou být funkční samy o sobě nebo mohou fungovat lépe v konsorciu. 

V našem případě byla získána směsná mikrobiální populace, která je tvořena dvěma bakteriemi 

Microbacterium testaceum a Brevundimonas diminuta a dvěma kvasinkami Cyberlindnera 

suaveolens a Barnettozyma californica (viz tabulku 1). Toto konsorcium je popsáno ve funkčním 

vzorku [30] a navíc byla jeho funkčnost ověřena v dekontaminační technologii [31]. 

 

Tabulka 1. Směsný mikrobiální preparát a jeho složení. 

Preparát Název mikroorganismu Označení ve 

firemní sbírce 

mikroorganismů 

Forma skladování Procentuální podíl 

ve výsledném 

konsorciu 

1 Microbacterium 

testaceum 

EPS 1067 lyofilizát 25 % 

2 Brevundimonas diminuta EPS 1054 lyofilizát 25 % 

3 Cyberlindnera 

suaveolens 

EPS 1048 lyofilizát 25 % 

4 Barnettozyma californica EPS 1049 lyofilizát 25 % 
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7.3. Selekce mikroorganismů z kontrolovaného experimentu využitím sekvenování nové 

generace 

Cestu vedoucí k cílené identifikaci kandidátních mikroorganismů využitelných 

v dekontaminaci ukazuje schematické znázornění na obr. 2. Stejně jako u kultivačního postupu (viz 

kapitolu 7.2.) je v prvním kroku klíčový výběr pesticidní látky nebo látek (viz kapitolu 7.1.). 

 

Obrázek 2. Schématické znázornění postupu pro získání kandidátních mikroorganismů 

kontrolovaným experimentem a aplikací vysokokapacitní metody sekvenování nové generace. 
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7.3.1. Volba dávky modelového polutantu 

● Na základě zvoleného kontaminujícího pesticidu/metabolitu se zvolí odpovídající koncentrace 

pro expozici. 

● Rozhodujícím kritériem pro volbu odpovídající dávky je realistický výskyt látky v prostředí a 

také povolené a doporučené aplikační dávky. Můžeme vycházet z vlastních skríningových analýz 

v prostředí (např. viz kapitolu 7.2.1). Pokud však nedisponujeme vlastními daty a nechystáme se 

je pořizovat, provedeme rešerši existující literatury. 

● Může se zvažovat buď koncentrace jednotlivé látky nebo se může přihlédnout ke koncentracím 

v rámci dané skupiny pesticidních látek. Tato volba záleží na konkrétních látkách a jejich 

relevantního kvantitativního výskytu v prostředí. 

Pozn. Pokud jsou pesticidy aplikované ve srovnatelných koncentracích, resp. spotřebách na hektar, je vhodné 

přistupovat k plánování dávkování pro experimenty v rámci pesticidní skupiny. Takovýmto případem jsou 

chloracetanilidové pesticidy, pro které jsou aplikační dávky aktivní látky řádově v jednotkách kg na ha [32–35]. 

Pokud je některý pesticid účinnější o řád nebo více než jeho alternativa v rámci pesticidní skupiny, je vhodnější 

zvažovat dávku pro experimenty v rámci jednotlivé mateřské látky. Ilustrativním příkladem je rozdílná účinnost, 

a tedy i aplikační dávka mezi různými neonikotinoidy. Např. dávku imidaklopridu bychom volili přibližně o řád 

vyšší než v případě acetamipridu, a ještě větší rozdíl by byl v případě thiaklopridu. 

Konkrétní vybrané pesticidní látky v našem případě provedení: 

V našem případě byly oblastí zájmu chloracetanilidové pesticidy. Jedná se o poměrně 

širokou skupinu látek s herbicidním účinkem. Vzhledem k tomu, že jsou v Česku jako členském 

státu EU dva zástupci skupiny (alachlor a acetochlor) zakázány, jeví se na základě recentního 

screeningu v našich podmínkách vhodnější zvažovat obsah v rámci skupiny pesticidů. Metolachlor 

společně s jeho ESA metabolitem jako povolená alternativa k alachloru a acetochloru je v Česku 

v současnosti nejčastěji nalézanou používanou pesticidní látkou v povrchových vodách a druhou 

nejčastěji nalézanou ve vodách podzemních [36]. 

Vezmeme-li v potaz reálná data z našeho screeningu v zeminách, která jsou uvedena 

v grafu 6, jeví se jako vhodná dávka 20 µg/kg pro mateřskou látku a pro metabolity ESA a OA o 

řád méně, tedy 2 µg/kg. Tyto dávky jsme tedy použili pro expoziční experiment s acetochlorem, 

alachlorem a jejich metabolity ESA a OA. 
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7.3.2. Modelová půda 

● Vybere se modelová půda. Preferenčně volíme buď půdu, která pochází z lokality, kde se 

pesticidy dlouhodobě nepoužívají, nebo volíme půdu z historicky zatížené lokality. Odebereme 

dostatečné množství půdy, abychom mohli provést případná opakování pokusů. Půdu necháme 

vyschnout na vzduchu. 

● V suché půdě se provede hodnocení kvality (zejména: pH H2O; pH KCl; uhličitany; sorpční 

vlastnosti a výměnné kationty; Cox – obsah humusu; Ntot – celkový obsah dusíku; stanovení 

přístupných živin: Ca, Mg, K, P, Cu, Fe, Mn, Zn; zrnitost půdy), čímž získáme informace o 

charakteristikách půdy. 

Pozn. Charakteristiku půdy je důležité archivovat pro interpretaci výsledků a jejich budoucí srovnání s výsledky 

provedenými na jiné půdě. Pokud ta samá nebo jiná laboratoř použije půdu s výrazně odlišnými charakteristikami 

a případně z jiné lokality, je množné, že výsledky z následných expozičních experimentů budou signifikantně 

odlišné. 

Konkrétní modelová půda v našem případě provedení: 

V našem případě jsme využili půdu ze starého sadu ve Výzkumném ústavu rostlinné výroby 

(VÚRV) v Praze 6 – Ruzyni. Ve „starém sadu“ se dlouhodobě (>20 let) nepoužívají pesticidy. 

Modelová půda byla charakterizovaná formou služby, přičemž zjištěné parametry jsou uvedeny 

v tabulce S1. Pro zjištění kvality byly odebrány čtyři reprezentativní vzorky. Protože jeden 

výsledek ze čtyř opakování vykazoval výrazně odlehlou hodnotu pro obsah humusu, byl vyřazen 

z prezentace. Půda byla navíc testovaná na rezidua pesticidů pomocí LC-MS/MS, čímž byl ověřen 

minimální vliv kontaminace jinými pesticidy na mikrobiom. 

7.3.3. Provedení expozičního experimentu pesticidními látkami 

● Pokusy se provádějí ve vhodných experimentálních nádobách, které nesmí být náchylné 

k adsorpci testovaných látek. Vhodné jsou např. plastové květníky (obr S1). Hliněné květníky však 

vhodné nejsou. 

● V modelové půdě se před jejím umístěním do květníků provede analýza na obsah zbytkové 

vlhkosti. I když použijeme suchou půdu, tak i ta obsahuje určité procento vlhkosti. Tu stanovíme 

vysušováním. Nejšetrnější je lyofilizace půdy (vysušení mrazem za extrémně nízké teploty a tlaku), 
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ale běžněji požívaným způsobem je vysušování při 105 °C. Zjištěnou zbytkovou vlhkost zahrneme 

do kalkulací pro navážku a následné cílové navlhčení půdy. 

● Označené květníky se všemi zvolenými variantami, které zahrnují kontrolu a expoziční látky, 

jsou umístěny na tác (obr. S2), který slouží k jejich organizaci a usnadňuje manipulaci při založení 

experimentu i v jeho průběhu. 

● Do květníků navážíme půdu s cílovou navážkou, která je kalkulovaná na sušinu. Při navážce tedy 

zohledníme zbytkovou vlhkost, kterou stanovujeme těsně před založením experimentu. 

● Spočítá se dávkování pesticidních látek ve vodném roztoku. Kalkulace je prováděna tak, aby byl 

do květníku ve výsledku aplikován objem vodného roztoku pesticidní látky, kterým se po zalití 

najednou dosáhne požadované vlhkosti a zároveň požadovaného obsahu pesticidní látky. Při 

rozpouštění pesticidních látek se snažíme se vyhnout použití rozpouštědel. Proto ověříme 

rozpustnost látky ve vodě. Přesně kalkulovanou navážku pak rozpouštíme ve vodě za míchání na 

magnetické míchačce přes noc. Pokud by nebyla látka dobře rozpustná ve vodě, tak ji nejprve 

rozpustíme v malém objemu rozpouštědla, a pak aplikujeme do odpovídajícího objemu vody. 

Pozn. Tímto postupem se zajistí homogenní rozložení testované látky v experimentální zemině. Kdybychom 

provedli nejprve navlhčení zeminy a až poté přidali koncentrovaný pesticid, nebyl by v zemině rozptýlen 

rovnoměrně. Obdobný problém by nastal při aplikaci látky v menším objemu a následném dolévání vody na 

finální vlhkost. 

● Zaznamená se celková váha květníku s půdou navlhčenou na požadovanou vlhkost. 

Pozn. Tento krok je důležitý pro kontrolu vlhkosti v experimentu – viz dále. 

● Květníky, ve kterých je zemina, jsou přikryty bílou netkanou textilií, aby byla eliminována 

křížová kontaminace, ale aby byl umožněn přístup vzduchu (obr. S3). Alternativně se může 

expozice provádět bez přístupu vzduchu. 

● Pro kultivaci se použijí klimaboxy s nucenou cirkulací a s precizně mikroprocesorem řízenou 

kontrolou teploty (obr. S4). Klimabox by měl být dostatečně velký, aby se do něj vešel celý 

experiment založený v experimentálních nádobách/květnících. Použijeme klimabox s přesností 

řízení vnitřní teploty alespoň ±0,2 °C a homogenitou ±0,8 °C. Důležitou součástí klimaboxu je také 

alarm, který upozorní (a zaznamená) na neočekávané výkyvy teplot, které by mohly ovlivnit 

výsledky experimentu. 
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● Po dobu kultivace se experiment alespoň jedenkrát týdně kontroluje. Kontroluje se celková váha 

a v případě potřeby se dolévá vypařená voda do původní hmotnosti, což zaručí stabilní vlhkost 

v průběhu experimentu. 

● Na konci experimentu se odeberou vzorky půdy. Pokud neodebíráme profily, tak se na konci 

experimentu promíchá půda v květníku a následně se odeberou reprezentativní vzorky pro analýzy. 

Vzorky se odeberou do vzorkovnic, vhodné jsou sterilní 50 ml flakóny. Pro každou variantu je 

vhodné odebrat vzorky alespoň do 3 flakonů pro jednotlivé analýzy a případně jako rezervní 

vzorky. Vzorky se následně zmrazí a lyofilizují. Výhodou lyofilizované půdy na konci experimentu 

je, že se nemusí separátně stanovovat vlhkost v jiné části vzorku. Tento postup minimalizuje chyby. 

Pozn. Po odběru vzorků v určitém časovém intervalu je možné pokračovat v expozici dále. V tom případě se 

květníky umístí zpět do termostatu a pokračuje se v experimentální expozici. Pro doplňování vlhkosti je pak 

potřeba počítat s hmotností odebraného vzorku, a o tuto hmotnost je pak kalkulována nižší celková hmotnost 

květníku se zeminou. 

● V lyofilizované půdě se provedou potřebné analýzy. Zásadní jsou dva druhy analýz. Jednak je 

zásadní analýza na přítomnost mateřské látky a metabolitů v experimentu. Dále je to analýza na 

mikrobiom, která ukáže, které mikroorganismy se signifikantně mění expozicí konkrétními 

látkami. 

7.3.4. Ověření degradace expozičních látek 

● Na základě zvoleného kontaminujícího pesticidu/metabolitu se provede analýza, která ukáže 

obsah látky v době odběru vzorku neboli na konci experimentu.  

● Jako zdroj klíčových informací poslouží výsledky screeningu na pesticidy a jejich metabolity. 

Principiálně je vhodnou analytickou metodou LC-MS/MS. V případě, že mateřská látka a 

sledovaný metabolit jsou známé, je vhodné použít cílenou analýzu. 

Konkrétní výsledky ověřující stabilitu/biotransformaci látek v experimentu: 

V našem případě jsme do modelové půdy aplikovali 20 mg/kg na sušinu mateřských látek, 

které představovaly alachlor a acetochlor. V dalších variantách jsme do půdy aplikovali jejich 

metabolity ESA a OA v dávkách 2 mg/kg na sušinu. Dávky byly odvozeny na základě námi 

provedených skríningových analýz (viz výše). Celkem bylo tedy 6 variant expozice pesticidní 

látkou a také byla použita kontrolní expozice bez přidané pesticidní látky. 
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Pesticidy a jejich relevantní metabolity byly aplikovány formou analytických standardů: 

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

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

c) Acetochlor ESA: kat. č. 34145 (PESTANAL®, Sigma-Aldrich) 

d) Alachlor ESA: kat. č. 34147 (PESTANAL®, Sigma-Aldrich) 

e) Acetochlor OA: kat. č. 34144 (PESTANAL®, Sigma-Aldrich) 

f) Alachlor OA: kat. č. 34146 (PESTANAL®, Sigma-Aldrich) 

Výsledky ověřující stabilitu/biotransformaci látek v půdním prostředí jsou uvedeny 

v grafech 7–12. Výsledky prezentované grafech přestavují průměrné hodnoty ze 6 biologických 

opakování po 3měsíční inkubaci v půdě při stabilní teplotě 18 °C a udržované 50% vlhkosti. 

Graf 7. Srovnání perzistence alachloru a jeho biotransformace po 3 měsících při počáteční 

aplikační dávce 20 mg/kg. Výsledek ukazuje, že mateřská látka alachlor byla metabolizována na 

relevantní metabolity alachlor OA a v menší míře na alachlor ESA, ale parciálně také na acetochlor. 

Výsledek indikuje, že alachlor může být metabolizován na jiný pesticid, tedy acetochlor (označeno 

červenou šipkou). 
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Graf 8. Srovnání perzistence acetochloru a jeho biotransformace po 3 měsících při počáteční 

aplikační dávce 20 mg/kg. Výsledek ukazuje, že mateřská látka acetochlor byla metabolizována 

především na relevantní metabolit acetochlor OA a v menší míře na acetochlor ESA. 

 

 

Graf 9. Srovnání perzistence alachloru ESA a jeho biotransformace po 3 měsících při počáteční 

aplikační dávce 2 mg/kg. Výsledek ukazuje, že alachlor ESA je velmi stabilní a neprobíhá 

transformace na další relevantní produkty. 
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Graf 10. Srovnání perzistence alachloru OA a jeho biotransformace po 3 měsících při počáteční 

aplikační dávce 2 mg/kg. Výsledek ukazuje, že alachlor OA je dále degradován a neprobíhá 

transformace na ESA metabolit. Byl však zaznamenán výskyt acetochloru, což může znamenat 

potenciální parciální biotransformaci alachloru OA na acetochlor (označeno oranžovou šipkou), 

což vykazuje podobnost se zjištěním parciální transformace alachloru na acetochlor (viz graf 7). 

 

Graf 11. Srovnání perzistence acetochloru ESA a jeho biotransformace po 3 měsících při počáteční 

aplikační dávce 2 mg/kg. Výsledek ukazuje, že acetochlor ESA je dále degradován a neprobíhá 

transformace na OA metabolit.  
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Graf 12. Srovnání v perzistence acetochloru OA a jeho biotransformace po 3 měsících při 

počáteční aplikační dávce 2 mg/kg. Výsledek ukazuje, že acetochlor OA je dále degradován a 

neprobíhá transformace na ESA metabolit. 

 

 

7.3.5. Identifikace kandidátních mikroorganismů NGS technologií 

Mikroorganismy mohou měnit své zastoupení působením řady vlivů. V principu může 

přítomnost určitého polutantu, pesticidu a jeho metabolitů, způsobit změnu abundance jednotlivých 

mikroorganismů, ale může dojít také k výrazné změně struktury celého mikrobiomu. 

Prověření, zda dochází, nebo nedochází k ovlivnění mikrobiomu v půdě, je jedním 

z důležitých faktorů při posuzování rizik pesticidů a jejich relevantních metabolitů na prostředí. 

V minulosti bylo dle reportu EFSA riziko acetochloru pro necílové mikroorganismy vyhodnoceno 

jako malé [37]. Vliv alachloru na mikrobiální aktivitu půdy byl v minulosti také hodnocen, ale 

nebyl hodnocen jako výrazně rizikový [38]. Co je jasné, že na biodegradaci mateřských látek 

chloracetanilidových pesticidů se účastní mikroorganismy [39, 40]. V posledních letech vyvinuté 

vysokokapacitní přístupy mohou ukázat dříve neodhalený vliv na půdní mikrobiom, a to jak 

prokaryotický, tak eukaryotický. 
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● Vhodná metoda pro analýzu mikrobiomu je metabarkodování 16S a 18S s využitím 

vysokokapacitního sekvenování (např. využitím Illumina technologie, nebo jinou alternativou jako 

Nanopore, PacBio). 

● Výsledky je možno zpracovat za pomoci různých vhodných programů (např. Mothur, UParse, 

DADA, R, atd.). Hodnocení dat vysokokapacitního sekvenování podléhá neustálému vývoji, a tak 

je vhodné použít v současnosti nejpokročilejších a nejpoužívanějších bioinformatických metod. 

Konkrétní výsledky ukazující rozdíly v abundanci bakteriálních taxonů získaných 

vysokokapacitním sekvenováním: 

V našem případě jsme zvolili metabarkodovou analýzu V4 fragmentu 16S rRNA genu. 

Produkty byly sekvenovány na platformě Illumina MiSeq v Research Resources Center University 

of Illinois at Chicago v USA. Data byla zpracována pomocí programu R (verze 4.2.0) [41] 

rozšířeného o následující balíčky: 

• MicrobiotaProcess [42] 

• phyloseq [43] 

• ggplot2 [44, 45] 

• tidyverse [46] 

• vegan [47] 

• coin [48, 49] 

• reshape2 [50] 

• ggnewscale [51] 

• dada2 [52] 

Výsledky prezentované v grafu 13 indikují, že jednotlivé varianty expozic ovlivnily strukturu 

bakteriálního mikrobiomu. Z tohoto znázornění však nelze exaktně indikovat bakteriální taxony. 
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Graf 13. Výsledky vyhodnocení relativní abundance bakteriálních kmenů v závislosti na 

přítomnosti mateřských pesticidních látek a jejich degradačních produktů (metabolitů), které byly 

přidány do půdy. Výsledky jsou vyobrazeny v jednotlivých 6 biologických opakováních na 

pesticidní látku a kontrolu. 

 

Legenda: 

Identifikované bakteriální taxony (taxonomická úroveň kmen) zobrazené ve sloupcovém grafu: 

 

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. Změny v bakteriální α-diversitě (celková míra rozmanitosti druhů) v závislosti na 

přítomnosti pesticidů a jejich degradačních produktů – 6 nejčastěji používaných způsobů výpočtu. 

Červeně zakroužkované výsledky značí signifikantní výsledky pro postoupení dalším analýzám. 

          ACE               Chao1              Observe           Pielou             Shannon            Simpson 

 

Graf 15. Redundantní diskriminační analýza (RDA – také β-diversita) pro bakterie. Obecné rozdíly 

v přítomnosti bakterií jsou vidět jako distribuce podle osy x. Rozdíly jsou mezi vzorky 

s přítomností ESA a OA. 
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Graf 16. Identifikované reagující bakterie. Byla identifikovaná jedna zatím neznámá bakterie 

kmene Magnetospiraceae a druhá patřící do třídy Podskupina 25 kmene Acidobacteriota. 
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Graf 17. Výsledek odpovídající na otázku, zda identifikované bakterie reagují na přítomnost 

pesticidu pozitivně nebo negativně. Podle výstupu z analýzy je zastoupení třídy Subgroup 25 

(Podskupina 25) v přítomnosti pesticidu nebo jeho degradačního produktu nižší než v kontrolním 

vzorku. Tento bakteriální taxon reaguje na přítomnost pesticidu negativně. 

 

Graf 18. Výsledek odpovídající na otázku, zda identifikované bakterie reagují na přítomnost 

pesticidu pozitivně nebo negativně. Podle výstupu z analýzy je zastoupení taxonu kmene 

Magnetospiraceae v přítomnosti pesticidu nebo jeho degradačního produktu vyšší než 

v kontrolním vzorku. Tento bakteriální taxon reaguje na přítomnost pesticidu pozitivně. 

 

Podle výstupu z analýzy v grafu 18 je patrné, že bakteriální taxon Magnetospiraceae reaguje 

pozitivně (tj. zvýšenou abundancí), a proto je vhodný pro cílení postupu izolace kandidáta 

degradujícího pesticid/metabolit.  

Na druhou stranu výstup z grafu 17 indikuje nevhodnost cílení izolace pro bakteriální 

taxon Subgroup 25, který reaguje na pesticidovou expozici sníženou abundancí. 
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Graf 19. Obdobným způsobem jako pro bakterie jsme identifikovali rozdíly v abundanci 

eukaryotních taxonů (kvasinek, hub, plísní, prvoků, apod.) získaných vysokokapacitním 

sekvenováním oblasti 18S rRNA genu. 

 

 

Graf 20. Změny α-diversitě (celková míra rozmanitosti druhů) eukaryotických organismů 

v závislosti na přítomnosti pesticidů a jejich degradačních produktů – 6 nejčastěji používaných 

způsobů výpočtu. Červeně zakroužkované výsledky značí signifikantní výsledky pro postoupení 

dalším analýzám. 

           ACE               Chao1              Observe           Pielou             Shannon            Simpson 
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Graf 21. Redundantní diskriminační analýza (RDA – také β-diversita) pro eukaryota. Obecné 

rozdíly v přítomnosti eukaryot jsou vidět jako distribuce podle osy x. Rozdíly jsou mezi vzorky 

s přítomností ESA a OA. 
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Graf 22. Identifikováno – Mariannaea elegans a další příbuzná mikroskopická houba, přesněji 

neurčené (parazitující) houby rodů Paramicrosporidium a Fusarium. 
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Graf 23. Výsledek odpovídající na otázku, zda identifikovaná eukaryota reagují na přítomnost 

pesticidu pozitivně nebo negativně. Podle výstupu z analýzy je zastoupení druhu Mariannaea 

elegans v přítomnosti pesticidu nebo jeho degradačního produktu nižší než v kontrolním vzorku. 

Tento eukaryotní taxon reaguje na přítomnost pesticidu negativně. 

 

 

Graf 24. Výsledek odpovídající na otázku, zda identifikovaná eukaryota reagují na přítomnost 

pesticidu pozitivně nebo negativně. Podle výstupu z analýzy je zastoupení taxonu Fusarium 

v přítomnosti pesticidu nebo jeho degradačního produktu nižší než v kontrolním vzorku. Tento 

eukaryotní taxon reaguje na přítomnost pesticidu negativně. 
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Graf 25. Výsledek odpovídající na otázku, zda identifikovaná eukaryota reagují na přítomnost 

pesticidu pozitivně nebo negativně. Podle výstupu z analýzy je zastoupení taxonu rodu 

Paramicrosporidium v přítomnosti pesticidu nebo jeho degradačního produktu vyšší než 

v kontrolním vzorku. Tento eukaryotní taxon reaguje na přítomnost pesticidu pozitivně. 

 
 

 

Podle výstupů z analýz v grafu 25 je patrné, že eukaryotní taxon rodu Paramicrosporidium 

reaguje pozivině (tj. zvýšenou abundancí), a proto je vhodný pro cílení postupu izolace kandidáta 

degradujícího pesticid/metabolit.  

Na druhou stranu výstupy z grafů 23 a 24 indikují nevhodnost cílení izolace pro eukaryotní 

taxony Mariannaea elegans a taxon rodu Fusarium, které reagují na pesticidovou expozici 

sníženou abundancí. 
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8. Srovnání novosti metodiky 

Metodika přináší inovativní postupy, které jsou relevantní k hodnocení vlivu pesticidů 

(případně jiných polutantů) na prostředí a zejména mikroorganismy. Metodika nově přináší dva 

různé metodické postupy, kterými lze cílit na identifikaci a následné získání mikroorganismů, které 

by mohly být potenciálně využitelné v dekontaminačních technologiích. Jeden postup je založen 

na kultivačních metodách, při kterých je polutantu využíváno jako substrátu pro mikroorganismy, 

které se izolují z prostředí historicky zatíženého konkrétními pesticidy. V druhém postupu jsou 

aplikované vysokokapacitní sekvenační technologie, kterými lze identifikovat potenciální 

mikrobiální kandidáty reagující na konkrétní látky. Druhý postup lze aplikovat na různých půdách, 

je však v příkladě provedení optimalizován na pesticidy historicky nezatížené půdě, která je 

konkrétními pesticidními látkami zatížená uměle laboratorně. Novost metodiky je nejen 

v použitých metodických postupech, ale také ve faktu, že je použito jak mateřské látky, tak jejích 

relevantních metabolitů. Metodika navíc díky příkladům provedení poskytuje nové informace o 

konkrétních mateřských látkách a metabolitech problematických chloracetanilidových pesticidů 

alachloru a acetochloru. Metodika nově přináší hodnocení rizika a transformace těchto látek 

v prostředí nejen z pohledu osudu sledovaných analytů, ale také vlivu na půdní mikrobiom, který 

je klíčový pro jejich biotransformaci. Metodika zohledňuje jak prokaryotické (bakteriální), tak 

eukaryotické mikroorganismy, přičemž je z výsledků patrná možná souhra bakterií a eukaryot 

v biotransformacích polutantů, což ukazují oba postupy. 

9. Uplatnění metodiky 

Metodika má uplatnění ve více oborech najednou. I když je metodika zaměřena na pesticidy, 

tak její aplikovatelnost je principiálně i na jiné polutanty kontaminující vodu a půdu. Metodika má 

uplatnění jednak při vývoji nástrojů pro dekontaminaci životního prostředí zejména ve vztahu ke 

znečištění vod, které jsou založeny na funkčních mikrobiálních izolátech. Informace, které je 

možné metodikou získat o přirozených mikroorganismech a jejich reakci na přítomnost pesticidů, 

jsou potenciálně využitelné při bioremediacích. Metodika má dále uplatnění při hodnocení rizik 

pesticidů na životní prostředí a necílové organismy, kterými je půdní mikrobiom tvořící jak 

prokaryotické (bakterie), tak eukaryotické organismy. Prokázaný vliv látek na funkční mikrobiotu 

může mít důsledky pro celý ekosystém a ovlivnit tak i makroorganismy včetně člověka. Z tohoto 
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pohledu je metodika určena pro odborné pracovníky zaměřené na hodnocení rizik pesticidů na 

prostředí, přičemž se jedná zejména o perzistentní pesticidy.  

Potenciálními uživateli v Česku i v zahraničí jsou společnosti a odborní pracovníci zabývající 

se vývojem dekontaminačních technologií, ale také společnosti zabývající se znečištěním prostředí 

pesticidy. Kritické je znečištění pesticidy pro pitnou vodu, a tak je metodika určena významnou 

měrou také provozovatelům úpraven vody, které musí udržovat v pitné vodě uzákoněné podlimitní 

hladiny pesticidních látek. Metodika se výrazně vztahuje k Národnímu akčnímu plánu 

k bezpečnému používání pesticidů (NAP) spadajícího do gesce Ministerstva zemědělství ČR (MZe 

ČR), které jej ve spolupráci s Ministerstvem životního prostředí ČR (MŽP ČR) a Ministerstvem 

zdravotnictví ČR (MZd ČR) vyhodnocuje a periodicky aktualizuje. Využití metodiky je tedy také 

pro orgány zabývající se používáním pesticidů zahrnující hlavně POR a hodnocením rizik 

spojených s jejich používáním. 

10. Ekonomické přínosy metodiky 

Znečištění prostředí pesticidy lze zařadit mezi hlavní globální hrozby. Na čištění vod a půd se 

každoročně vynakládají obrovské prostředky. Pro ilustraci, EU vyčlenila v rámci politiky 

soudržnosti a environmentálního podprogramu programu LIFE pro oblast životního prostředí a 

změny klimatu (2014–2020) 14,2 miliard eur na čištění vod a 2,4 miliard eur na dekontaminace 

půdy [53]. Metodické postupy v metodice (zejména druhý postup) jsou založeny na 

nejmodernějších technologiích a sofistikovaném vyhodnocení dat, pro které je zapotřebí 

vysokokapacitních přístrojů, jejich pořizovací cena je i v desítkách milionů Kč. Navíc je zapotřebí 

pro vyhodnocení a interpretaci dat vysoce erudovaných pracovníků. Přesto je aplikací těchto 

nejmodernějších postupů možné dosáhnout výrazného ekonomického snížení nákladů oproti 

současnému stavu, protože dojde v konečném důsledku k urychlení navržení dekontaminačních 

strategií. Finanční úspory by se pak mohly pohybovat i ve stovkách milionů Kč na případ. 

Z globálního pohledu je potenciál i v miliardách eur a jen obtížně nacenitelný finanční přínos je 

v prevenci kontaminace, pokud by byla metodika aplikovaná při prevenci a pro správné hodnocení 

rizik polutantů. Pokud by byly metodikou získané konkrétní mikrobiální izoláty, které by se 

uplatnily při úpravě pitných vod nadlimitně zatížených perzistentními pesticidy, mohl by být přínos 

v řádech milionů Kč na jednotku. Technologie využívající biodegradačního potenciálu 

mikroorganismů v bioreaktoru jsou vhodné pro malé a střední úpravny vod, přičemž není potřeba 
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využít potenciálu technologií, kterých využívají velké úpravny vody a které by byly pro malé 

úpravny neekonomické. 
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12. Přílohy 

Obrázek S1. Plastové květníky použité v experimentech 

 

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

 

Obrázek S2. Experimentální květníky umístěné na tác 

 

 

 

Obrázek S3. Květníky, ve kterých je zemina, jsou přikryty bílou netkanou textilií, aby byla 

eliminována křížová kontaminace, ale aby byl umožněn přístup vzduchu 

       
 

 

https://www.plastia.eu/kvetinac-narcis-bila-29305p
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Obrázek S4. Experiment probíhá v klimaboxech s nucenou cirkulací 

 
 

 

Tabulka S1. Výsledky hodnocení kvality modelové půdy. 

pH H2O pH KCl -KPP uhličitany 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 45,3 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 - 

ICP 

K-Meh3 - 

ICP 

Mg-Meh3 - 

ICP 

P-Meh3 - 

ICP 

Cu-Meh3 - 

ICP 

Fe-Meh3 - 

ICP 

Mn-Meh3 

- ICP 

Zn-Meh3 - 

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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