ZEMI

Tomas Erban a kol.

Metodika pro hodnoceni rizik pesticidi na
veelstvo V realistickych expozicich

METODIKA
NmetS

© Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby, v. v. 1.

2024



ZEME Tomas Erban a kol. — Hodnoceni rizik pesticidi v realistickych expozicich ©

Metodika pro hodnoceni rizik pesticidii na
veelstvo v realistickych expozicich

Tomas Erban a kolektiv

Autorsky tym:
Tomas Erban®
Martin Markovi¢?

Bruno Sopko?

aVyzkumny ustav rostlinné vyroby, v. v. i., Drnovska 507/73, 161 06 Praha 6-Ruzyné

s Korespondenéni autor: RNDr. Tomas Erban, Ph.D
¢ erban@vurv.cz, arachnid@centrum.cz ORCID: 0000-0003-1730-779X

Oponenti:
Mgr. Hana Kubatova-HirSova, Ph.D. — specialista POR, Sekce zeméd¢€lskych vstupti, Odbor piipravki na

ochranu rostlin, Oddéleni rizik a G¢innosti POR, Ustfedni kontrolni a zkugebni Gstav zemé&dglsky, Brno

Doc. Mgr. Martin Slachta, Ph.D. — CzechGlobe - Ustav vyzkumu globalni zmény AV CR, Ceské

Bud¢jovice

Vydal:

© Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v. v. i., Praha, 2024

ISBN 978-80-7427-435-0


mailto:erban@vurv.cz
mailto:arachnid@centrum.cz
https://orcid.org/0000-0003-1730-779X

ZEME Tomas Erban a kol. — Hodnoceni rizik pesticidi v realistickych expozicich ©

Financovani:

Metodika byla vytvofena s financni podporou projektu ¢. QK1910018
Ministerstva zemédélstvi CR, Narodni agentury pro zemé&délsky vyzkum ZEME
(NAZV).

Uznani metodiky:

Metodice bylo ud&leno osvédéeni Ustiedniho kontrolniho a zkusebniho tstavu zemédélského
(UKZUZ) ¢. UKZUZ 185680/2024.

O uplatnéni metodiky je uzaviena smlouva QK1910018m03 podle ustanoveni § 1746 odst. 2
zékona ¢&. 89/2012 Sb., ob&anského zakoniku. UZivatelem metodiky dle smlouvy je Cesky svaz
veelaru, z.s.

Oponentni posudky vypracovali Mgr. Hana Kubatova-Hir§ova, Ph.D., a Doc. Mgr. Martin Slachta,
Ph.D.

ProhléSeni:
Ptedkladatel metodiky prohlaSuje, ze nemd zadny koflikt zdjmu a Ze zpracovand metodika

nezasahuje do prav jinych osob z primyslového nebo jiného dusevniho vlastnictvi.

Podékovani: Autorsky tym deékuje recenzentim metodiky za podnétné a cenné pfipominky.
Podékovani patti MVDr. Martinu Kamlerovi za provedeni biologického experimentu, Mgr. Elené
Shcherbachenko za piipravu chemikalii, Mgr. Julii Chalupnikové za zpracovéani vzorkd.

Proteomické analyzy byly provedeny Vv Servisni laboratofi hmotnostni spektrometrie, BIOCEV.



ZEME Tomas Erban a kol. — Hodnoceni rizik pesticidii v realistickych expozicich © I

Anotace: Vcela medonosna (Apis mellifera) je klicovy opylovac, ktery se zejména v zem¢&délské
krajin¢ setkava s fadou pesticidi. Pii hodnoceni rizik pesticidi na vcely, ale 1 dalsi necilové
organismy, je potieba zohlednit realistické expozice. V piipad¢ véely medonosné je potieba brat
v uvahu vysoce eusocialni fungovani vcéelstva. Nejdulezitéjsi pro osud vcelstva je matka, jejiz
negativni ovlivnéni pesticidy predstavuje velké riziko. Negativni ovlivnéni véel v pritbéhu vyvoje
muze predstavovat také znacné riziko, protoze nové se lihnouci véely mohou mit nejen kratsi zivot,
ale navic mohou plnit svou roli ve v&elstvu $patné. Pravé tato metodika je zaméfena na realistickou
expozici pesticidd pro vcelstvo, zohlednuje ve stejném vcelstvu expozici vcelich matek a také
délnic v pribéhu vyvoje. Podle metodického postupu mohou byt hodnoceny jednotlivé pesticidy i
jejich koktejly. Piiklad provedeni ukazuje potencial negativniho vlivu acetamipridu na délnice i

matky. Metodika je v souladu s nejnovéjsimi trendy v hodnoceni rizik pesticidi. Metodika

v piikladu provedeni pfinasi informace o negativnim vlivu acetamipridu na vcelstvo.
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Title: Methodology for risk assessment of pesticides on honey bee colonies in realistic
exposures

Annotation: The honey bee (Apis mellifera) is an important pollinator that is exposed to a range
of pesticides, particularly in agricultural landscapes. Realistic exposures must be taken into account
when assessing the risks of pesticides to bees, but also to other non-target organisms. In the case
of honey bees, the highly eusocial functioning of the colony must be taken into account. The most
important factor in the fate of the colony is the queen, whose exposure to pesticides is a major risk.
Negative effects on bees during development can also pose a significant risk, as newly emerged
bees may not only have a shorter lifespan, but may also perform their role in the colony poorly.
This particular methodology aims to provide a realistic pesticide exposure for the colony, taking
into account the exposure of worker bees during development and queens in the same colony.
According to the methodology, individual pesticides and their cocktails can be evaluated. An
example implementation shows the potential for adverse effects of acetamiprid on both workers
and queens. The methodology is in line with recent trends in pesticide risk assessment. The
methodology, in an example implementation, provides information on the negative effect of

acetamiprid on bees.
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1. Uvod

Meziro¢ni ztraty vcelstev Apis mellifera Linnaeus, 1758, se zna¢né li§i V riznych zemich a
regionech. Rozdily jsou v8ak velmi odlisné i v jednotlivych letech. V nékterych zemich piesahuji
meziro¢ni thyny dokonce 30 %, ale nékdy i 50 % a lokalné jsou ¢isla i hrozivéjsi [1-3]. Vysoké
procentualni Gthyny se nevyhybaji ani Cesku, napf. v obdobi 2022/2023 byl celorepublikovy uhyn
36 % a v nekterych okresech se piiblizil 80 % [4]. Hlavni globalni pfi¢inou ztrat vcelstev je
ektoparaziticky rozto¢ Varroa destructor Anderson & Trueman, 2000, jehoz infestace vcel
zpusobuje nemoc varroézu, ktera je neodmyslitelné spojena S virovymi koinfekcemi [5-7].
Nicméné faktord, které se mohou podilet na uhynech vcel a jevech znamych pod oznacenim
Colony collapse disorder (CCD), muze byt n¢kolik desitek. Konkrétn¢ vanEngelsdorp a kol. [8]
Vv popisné studii CCD zminovali celkem 61 moznych proménnych, ale zvlastni vyznam ptifazovali
V. destructor a odolnosti v¢el viuci pesticidim [8]. Pesticidy jsou v souvislosti se zdravim vcel
zminovany velmi ¢asto a nékdy i s velkym durazem. Pesticidy obecné patii mezi jedny z dulezitych

stresoru, které mizou ptimo i nepfimo prispivat k oslabenim a ztratam vcelstev [9-11].

Oficialn¢ se podaii pfi¢iny tthynt prokazat jen v relativné malo piipadech. Pfi¢iny vétsinou
odhali vySetfovani zaméfena na nemoci vcel ze seznamu Svétové organizace pro zdravi zvirat
(WOAH). Jedna se piedev§im 0 mor véeliho plodu, hnilobu v¢eliho plodu a varroozu [12]. Dalsi
ptipady zahrnuji oficialné potvrzené otravy vcel v souvislosti s aplikaci prostfedkii na ochranu
rostlin (POR) [13, 14]. Ty vsak ptedstavuji jen malou ¢ast z celkového poétu problému, které by
mohly ve véelstvech zpUsobit. Jedna se o aktutni otravy zptisobené ,,nespravnou’ aplikaci POR,
které indikuji hynouci v¢ely na Cesné a pied tlem [14]. Pesticidy pfedstavuji nejvétsi problém,
pokud je kontaminovano celé vcelstvo [14-18]. VySetfovani akutnich otrav vcel kompetentnimi
organy je zaméfeno na véely s pfiznaky otravy ,pfed tlem®. Pokud vsak vcelstvo piijde o Cast
létavek, 1 kdyzZ je oslabeno, nemusi se jednat o riziko ohrozujici osud celého vcelstva. Ztrata 1
n¢kolika tisic jedincti nepiedstavuje pro vcelstvo s desetitisici jedinci vazny problém, se kterym by
si nemé&lo poradit. VEtsi riziko predstavuje skryté riziko v kontaminaci zasob, at’ uz pylovych nebo
medu [14]. Tuto problematiku jiz fesila metodika Erban a kol. [19] a souvisejici publikace
Kadlikova a kol. [14], podle nichz je pti vySetiovani suspektnich otrav vcel dilezité zamétovat
analyzy, kromé¢ vcel pfed tlem a na Cesn¢, také na zasoby a vc¢ely uvnitt ulu. Hlavni vzorky pro

analyzy maji pfedstavovat véely (nejevi znaky otravy) a vceli chléb z plodového plastu. Ziskana
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data z téchto vzorkd ukazou relativni kontaminaci pesticidy v Glu a umoziuji identifikovat ¢i

predikovat riziko pro celé veelstvo z hlediska subletalniho chronického ucinku pesticida.

Zasoby v plodovém plastu ,,neamérné* kontaminované pesticidy miizou negativné ovlivnit
urcitou generaci véel, jelikoz je ohrozen jejich spravny vyvoj. Potravnimi zdroji jsou totiz pfimo
nejvice zasazeny larvy. Dobrymi indikatory rizika je analyza plastového pylu neboli véeliho chleba
(pergy) v plodovém plastu, ktery je rychle spoticbovan pro krmeni larev. V¢ely na plodovém
plastu, které larvy krmi, poskytnou také vyznamnou informaci o aktualni kontaminaci [14, 19].
Negativné ovlivnéna miize byt predevsim generace vcel vznikajici v obdobi zvyseného pouzivani
pesticidd, pro preziti celého vcelstva to vSak nemusi byt limitujici. Vysledkem neumérné
kontaminace plodového plastu pesticidy mlze byt zpomaleny rozvoj nebo docasné zeslabnuti
véelstva [14, 20]. Pokud v¢ely ulozi do zasob piebyte¢ny pyl kontaminovany rizikovym obsahem
pesticidl, je potencialni vyznamné riziko i pro vznikajici generace vcel v pozdé&jsich obdobich.
Pokud jsou takovymi zasobami krmeny, larvy mizou byt negativné ovlivnény nezavisle na aktualni
snusce. Tak se mize kontaminace vcelstva ze snusek z rizného obdobi promitat i na dalsi generace
véel. Pokud ve v¢elstvu ziistanou problematické zasoby do dal$iho roku, existuje riziko opakovani
problému zejména na jafe dalsiho roku. Publikace ukazuji, Ze kontaminace véeliho chleba pesticidy
je vyssi spiSe zkraje sezony [21]. To plati v podstaté obecné a souvislost Ize hledat v intenzité
pouzivani POR gradujici V jarnim obdobi. Na misté je zminit, Ze vcCeli chléb predstavuje
superpotravinu, a tudiz se tesi jeho kvalita z hlediska obsahu kontaminantti v potravinach pro
¢lovéka. Kontaminace pergy nemusi piedstavovat riziko jen pro vcely, a tak se v posledni dobé

zaméfil vyzkum také na obsah pesticidii ve véelim chlebu s ohledem na zdravi ¢lovéka [22, 23].

Vedlejsi subletalni efekty pesticidu nelze podcenovat, proto se jimi zabyva ¢im dal vice
studii. | subletalni kontaminace totiz mizou vyvolat dalsi problémy ve véelstvu. V plodovém plastu
se muzou subletalni obsahy pesticidii projevit negativnim vlivem na vyvoj véel a narusenim
dlouhoveékosti délnic [20]. Dlouhovékost vcel je vSak relevantni uvazovat v obdobi od srpna, kdy
se takové vCely vytvaii a prezivaji az do jara [24]. Pokud je vazné naruSena generace dlouhovékych

véel, je v ohrozeni osud celého véelstva, které kvili tomu zpravidla nepiecka zimu.

Vétsina studii se tradi¢né zaméfuje na hodnoceni rizika pesticidi pouze u véelich dé€lnic jako
reprezentativniho modelu. Uginky na cel4 v&elstva se nehodnoti snadno. Situaci komplikuje vysoce

eusocialni uspofadani vcelstev spocivajici ve vyskytu vice kast a délnic plnicich rtizné role.

-2
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V soucasné dobé Evropska unie (EU) vyuziva odstuptiovany proces hodnoceni rizik pesticida pro
rizné typy studii predstavujici rizné tirovné slozitosti. Samotné d€lnice se pouzivaji pouze v prvni
urovni hodnoceni, kterd se pouzivd k charakterizaci vlastni toxicity pesticidu. Vyssi urovné
zahrnuji testy na urovni celych vcelstev. Také hodnoceni je urcené k posouzeni rizika za
realistictéjSich podminek expozice. Je vSak tfeba urcit souvislosti mezi subletdlnimi U¢inky
meéfenymi na urovni jedince a u¢inky méfenymi na Grovni celého vcelstva [25]. Takové komplexni
uvazovani je velmi dilezité, protoze je potieba prekonavat omezené hodnoceni z pohledu ovlivnéni
jedinct.

Vsichni jedinci maji ve véelstvu urcitou roli a jejich ovlivnéni se odrazi na fungovani celého
superorganismu a miizou ovlivnit i matku. Nepfiznivé t¢inky na délnice vyvolané pesticidy mohou
zahrnovat zejména zhorSenou komunikaci uvnitt v€elstva a zhorSenou produkci mateti kasicky.
Napf. zména (zmenseni) velikosti hypofaryngealnich zlaz dé€lnic se odrazi negativnim vlivem na
produkci matefi kasicky, kterou jsou krmeny larvy budoucich matek, dospélé matky po celou dobu
zivota, ale i larvy délnic po uréitou dobu [26]. Je potfeba posuzovat, jak subletalni expozice
pesticidy souvisi s vyvojem snasky [20, 27, 28]. Celkov¢ je pti hodnoceni velmi dulezité zohlednit
stafi analyzovanych vcéel, protoze vysledky analyz mohou byt ovlivnény vekem véel [29].
Obzvlasté rizikové jsou potencialni neptiznivé ucinky na matky, které mohou logicky nejvice
ovlivnit celé vcelstvo. V dusledku riznych subletalnich expozic veelstev pesticidim byly
pozorovany neptiznivé G¢inky na matky, které mohou vést k jejich snizené vykonnosti, zvysené
umrtnosti, atypickému chovani, zvysené tendenci K (tichym) vyménam matek a riznym fyzickym

abnormalitdm béhem vyvoje [30-39].

V hodnoceni rizik pesticidli na v€elu medonosnou je celkové zvySend potifeba zameéteni na
ovlivnéni osudu celého vcelstva. Je potieba propojovat souvislosti zjisténych rizik na jedince
s vlivem na eusocialni usporadani vcelstva. Komplexnim hodnocenim rizik pesticidi na v¢elstvo
se zabyvala jiz metodika Erban a kol. [40], nicméné tato metodika pfinasi nové aspekty a
predstavuje dalsi propojeni problematiky kontaminace jedinct s rizikem pro vcelstvo. V ziskanych
vysledcich je potfeba hledat dalsi souvislosti, které je potfeba zvazovat v interpretacich ziskanych

vysledkd.
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2. Cil metodiky

Cilem metodiky je poskytnout obecné platny metodicky postup vyuzitelny pii hodnoceni vlivu
pesticidi na vcelstvo. Metodika reaguje na potiebu hodnoceni rizik pesticidi na vcely
v komplexnich souvislostech, které berou v potaz eusocialni usporadani vcelstva. V metodice je
soucasné zvazovan vliv pesticidi na v¢elstvo z pohledu ovlivnéni matky a zasazené generace vcel.
Dilezitym aspektem je interpretace vysledki, kterd dokaze pievadét potencialni riziko z jedinct
na celé veelstvo. Obecnym cilem je ptispét novymi prvky pro hodnoceni rizik pesticidii na necilové
organismy, principy totiz muizou byt aplikovany i na jiné necilové organismy nez vcelu

medonosnou.

3. Vlastni popis metodiky

vvvvv

kde je efekt hodnotitelny jako mortalita jedincti nebo celého veelstva v kratkém useku. Zakladnim
prvkem metodiky je provedeni experimentu, V némz jsou vcely exponované testované pesticidni
latce nebo mixu pesticidnich latek. Nedilnou soucasti metodiky je volba pesticidni latky. Kriticka
je znalost dosud zjisténého vlivu hodnocené latky na vcely — jedince a v¢elstvo. Je vhodné brat
v potaz také dosud zjisténé ucinky na jiné organismy, zejména necilové. Je potieba hodnotit
vyvolany efekt vzhledem k testované expozici. Testovani je potfeba prizpusobit realistické
expozici/davce latky, piipravku a koktejli. V metodice je zaméfeni na hodnoceni vlivu testovanych
latek z pohledu potencialniho negativniho ovlivnéni generace vcelich délnic skrze krmeni
pfijimané Vv larvalnim stadiu. V modelovém provedeni metodiky nejsou analyzy zaméfeny na
larvy, jejichz analyza se vSak nevylucuje. Analyzy larev se jinak pomérné Casto provadi. Kli¢ové
vzorky ptedstavuji az lihnouci se v¢ely, v nichz by se méla projevit expozice v larvalnim stadiu
pfijimajicim potravu. Zjist'uje se tak postupny Vliv testovanych latek dosazeny v pribéhu vyvoje a
po metamorfoze probihajici pievazné v zavickované bunce bez piijmu potravy. Vzorky jsou
piipravovany V prostiedi veelstva, i kdyZ v kontrolovanych podminkach, pro co nejvétsi ptiblizeni
realit€. Pro zjisténi vlivu na vcelstvo jsou také analyzovany matky odebrané pii ukonceni
experimentu. Vysledky z lihnoucich se v¢el a matek jsou pak kontrastovany Vv interpretaci. Na
zakladé ziskanych vysledkt mohou byt navrhovany dalsi potiebné testy a experimenty. Klicové
analyzy predstavuji vysokokapacitni pfistupy, které dokazou ukazat odchylky, které se muzou

projevit v riznych proteinech a biochemickych drahéach.

-4-
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3.1. Koncept metodiky

Pfi nastaveni experimentu pro hodnocenti rizik testovanych latek se pracuje s faktem, Ze vcelstvo
je kontaminované v mife, kterd nezpiisobuje vyznamné patrny letdlni efekt na urovni vcelstva,
protoze zameéteni metodiky je na chronicky subletalni efekt. Pied experimentem je potieba provést
reSersi na testované latky a ptipravky, aby byla spravné nastavena realistickd a zaroven subletalni
expozice. Pro expozici se voli bud’ konkrétni latka, piipravek nebo libovolny mix/koktejl. Vychazi
se z realného vyskytu jednotlivych latek a pripadné jejich mixi v prostedi. Jednim z dulezitych
faktort, které je potieba zohlediovat, jsSou znamé obsahy/rezidua ve v¢elich matricich, zejména
v nektaru, pylu a medu, pfip. i vosku. Dilezité udaje mohou poskytnout také zjisténa rezidua ze
véel, zejména z plodového plastu, ale tato data jsou pies znacnou dilezitost pomérné vzacna (Viz
napt. Erban a kol. [41], Kadlikova a kol. [14]). Abundantni data byvaji k dispozici pro pesticidy,
které se pouzivaji delsi dobu a z néjakého divodu se na né¢ zaméfuje védecka komunita. Jako
reprezentativni ptipad Ize uvést pesticidy ze skupiny neonikotinoidd, které jsou vice nez 10 let
velmi intenzivné studovany vzhledem k negativnimu vlivu na vcely a dalsi opylovace. Zésadni
informace obecné piedstavuji doporuceni pro aplikace pesticidu/POR, které se obvykle uvadi
v litrech ptipravku na hektar, z ¢ehoz lze také spocitat G¢innou latku (0. 1.) aplikovanou na hektar.
Na mezinarodni urovni lze fadu uzitecnych informaci ziskat z dokumentt Evropského ufadu pro
bezpe¢nost potravin (EFSA; pocate¢ni nazvy dokumentu: ,,Peer review on the active substance

.. ,,Peer review of the pesticide risk assessment ...*; ,,Statement on the active substance...*,
,»Statement on the toxicological properties and maximum ...*, a dal$i). Ne vzdy jsou k dispozici
potiebna data v odpovidajicim rozsahu, jako v ptipadé novych nebo jesté neschvalenych a
vyvijenych 1atek/POR. Vysledek testovani podle metodiky tedy miZze nejen slouzit pro vylouc¢eni
negativniho U¢inku nebo ovéreni suspektniho rizika na véely jiz pouZivanych pesticidd, ale také
mize upozornit na negativni efekt jesté pred uvedenim pesticida na trh. Pii nastaveni experimentu
se zvazuje kontinualni expozice vcelstva po dobu jednoho mésice. Experimenty se v¢elami jsou
sezOnni zalezitosti, coz je potieba brat v ivahu. VEely ke konci srpna zac¢inaji vytvaret dlouhovekeé
véely, které jsou fyziologicky odlisné od letni generace. Proto je potieba brat v ivahu dobu
provedeni experimentu. Zaroven je potfeba mit na konkrétni termin K dispozici piipravena
experimentalni vcelstva (oddélky). Proto se jevi pro provedeni experimentu idealni obdobi ¢erven—

cervenec, coz je také relevantni pro letni kratkovékou generaci vcelich dé€lnic. Experiment
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Casovany zac¢atkem na srpen a ukonc¢enim v zaii by byl zaméten na zimujici generaci véel, ktera je

odli$na od letni generace délnic.

3.2.  Volba pesticidi/POR

Zasadnim rozhodovacim bodem pro experiment je volba testované latky (G¢inné latky — u. 1.),
smési latek nebo formulovanych piipravki — POR. Pokud se jedna o 0. I./POR, které jsou na trhu
delsi dobu, tak je dilezitym faktorem pii vybéru aktualni vyznam z hlediska spole¢nosti a organti
hodnoticich rizika pesticidi. Lze zohlednit také zajem védecké komunity, ktery s uvedenymi
faktory souvisi. Nékteré latky/POR byvaji navic diskutovany i ve sdélovacich prostiedcich. Je
potieba brat v Gvahu, ze pesticidy jsou pomérné Castym ,,vdéénym tématem* pro sdé&lovaci
prostiedky, i kdyz nékdy bez divodného opodstatnéni. Lze zvazovat také predikované riziko na
zakladé charakteru sloucenin a skupin pesticidi. Nekdy vsak latky ze stejnych skupin pesticidl
vykazuji z riznych divodu, véetné biochemickych, odlisné riziko na rizné organismy. Pesticidy
se nevyskytuji v prostiedi jednotlivé, a dokonce jsou pesticidy obvykle aplikovany v tank-mixech.
Proto je v nekterych ptipadech dilezité zaméfovat se na hodnoceni smési, a to zvlasté pokud je
podezieni na synergické, aditivni ¢i antagonistické efekty mezi pesticidy. V takovém piipad¢ je
dulezité zvazovat pomér latek/POR pro hodnoceni typickym vyskytem v prostredi. Je vhodné brat
Vv potaz realné aplikace pesticidll v tank-mixech provadénych zemédé€lci. Relevantni je zaméfeni se
na rezidudlni vyskyt pesticidii v prostfedi a zejména ve vcelich matricich. V dnesni dobé se
v predikci rizik pesticidi i pfi vyvoji novych pesticidi stale vice uplatiuji nastroje vypocetni

techniky a uméla inteligence [42—44].

3.3.  Nastaveni expozice pesticidu

Pro experiment je zasadni zvazovat realistické expozice. Pokud pomineme mozZnost, Ze by vcely
byly zasaZzeny pesticidy kontaktné, tak dle metodiky je zaméfeni se na piijem pesticidi oralni
cestou ve form¢ nektaru a pylu (piip. vody). Proto je v experimentalnim provedeni provadéna
aplikace pesticidu krmenim potravou — cukernym roztokem, coZ umozhuje pomérné€ piesnou
expozici testovanym latkam/POR. Na zaklad¢ dostupnych dat (viz kapitolu 3.1., zejm. pokud jsou
k dispozici data obsahu v nektaru/pylu) se uréi relevantni experimentalni koncentrace pesticidu,
ktera se aplikuje do cukerného roztoku. Standardné se kalkuluje koncentrace pesticidu v ug/mg na

litr nebo ng na ml 50% cukerného roztoku. Pesticid se pfimichava do vysledné koncentrace do

-6-



ZEME Tomas Erban a kol. — Hodnoceni rizik pesticidii v realistickych expozicich © I

cukerného roztoku z ptedptipravenych aliquotti zasobniho roztoku. Pii ptipravé je potfeba dbat na
rozpustnost latek. Pti kontinualni expozici v prubéhu experimentu se opakované pripravuje cerstvy
cukerny roztok, ktery se aplikuje opakované béhem nékolika dni. Pesticid se pfidava do cukerného
roztoku z ptredpripravenych aliquoti. Pfed experimentem se proto piipravi zasobni roztok
pesticidu, jehoZ koncentrace je kalkulovana tak, aby pfi pfidani ur¢itého objemu do cukerného
roztoku bylo dosazeno cilové koncentrace. Zasobni roztok se v potfebném poctu aliquott ulozi do

mraziciho boxu.

3.4. ZaloZeni, prubéh experimentu a odbér vzorki

Pro provedeni experimentu se ptipravi véelstva. Piipravi se tfi (nebo vice) vcelstva pro kazdou
testovanou variantu, tedy tfi vcelstva budou kontrolni a dalsi tfi budou vystavena pesticidu. Matky
jsou ze stejné linie a z téhoz obdobi. Standardné se piipravuji veelstva 0 stejné sile do jednoho
nastavku. Zvolena rdmkové mira neni rozhodujici, vCelstva by vSak méla byt obdobné sily. Kazdé
véelstvo se umisti do izolatoru na jednom misté, ale s dostate¢nymi odstupy mezi izolatory, aby se
nedotykaly a véely si nemohly piedavat krmivo. VEelstva by neméla mit prebytené staré zasoby,
jelikoz jim bude dodavana jednotna potrava ve formé¢ ndhradniho krmiva. Staré zasoby se véelam
odeberou. Nahradni vyziva ptredstavuje: i) 50% cukerny roztok (fepny cukr:voda = 1:1; nebo
sirup); ii) rouskovany pyl biokvality — pro prevenci nezadoucich rezidui pesticidd je dilezité pouzit
pyl z oblasti, ktera neni zatiZzena aplikacemi pesticidi. VEelstviim je nutné dodavat pyl, aby
produkovala plod. V¢elstva se nechaji asi tyden adaptovat, az poté je nahradni cukerné krmeni
v pesticidni variant¢ obohaceno 0 testovany pesticid. V¢elstviim je V prub&hu experimentu
pravideln¢ dodavano Cerstvé krmivo. Expoziéni experiment trva standardné mésic (~4-5 tydni).
Poté se odebiraji vzorky lihnoucich se v¢el. Z plodového plastu se v rukavicich a s pinztetou
odebiraji vCely v okamziku lihnuti a jednotlivé se umist'uji do zkumavek typu Eppendorf. Vzorky
véel se okamzité mrazi na suchém ledu. Na konci experimentu se odebere také matka, ktera se také
zamrazi ve vzorkovnici na suchém ledu. Nevylucuje se odbér vzorki véel v prib&hu experimentu
a pripadné larev ¢i kukel. Klicové vzorky dle metodiky vsak predstavuji lihnouci se délnice a

matky.
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3.5.  Analyzy vzorki a hodnoceni vysledki

Pii akutnim toxickém ucinku jsou nezadouci G¢inky znatelné a hodnotitelné jako mortalita.
Subletalni efekt se projevuje az po delsim ¢asovém useku. Ani po né€kolika tydnech vSak nebyva
negativni efekt, zejména jako je mortalita, patrny na prvni pohled. Efekt pesticidi Se muze
v nékterych piipadech na veelstvech projevovat zménou chovani, coz je hodnotitelné specifickym
pristupem. Pro analyzy vzorki je vhodné vyuzit zejména vysokokapacitnich molekuladrnich metod,
které umoznuji identifikaci skrytych zmén na tirovni exprese. Vhodnymi pfistupy jsou zejména
OMICs, jako proteomika a transkriptomika. Je vSak mozné vyuzit dalSich pfistupt jako
metabolomika, analyza mikrobiomu, atd. Idealné se vyuzije kombinace vice ptistupti. Integrace dat
zvice analyz poskytne uceleny obraz o zménach ziskanych na vice urovnich
(proteom/transkriptom). Integrace dat vSak neni jednoducha a muze skryvat problémy
v odlisnostech vysledka pro interpretaci. I kdyz je pomérné velka shoda mezi transkriptomickymi
a proteomickymi daty, nckteré markery mohou vykazovat jiny vysledek, coz je znamym

problémem [45].

Porovnavaji se vysledky ze vzorkdi mezi kontrolnimi a pesticidim vystavenymi vcelstvy.
Signifikantni vysledky jsou hodnoceny na zvolené hladiné vyznamnosti, ktera je typicky 5 %,
zvolena vSak muze byt i jind hladina vyznamnosti jako 1%. Ve vysokokapacitnich datech se
vyuziva korekce typu FDR (false-discovery rate), jez kontroluje ocekavany podil falesné
pozitivnich (FP) vysledkd mezi zamitnutymi hypotézami. Obvykle se vyuziva FDR na tirovni 0,05

nebo 0,01, ale ¢asto byvaji vyuZivany ob& tirovné najednou.

3.6. Interpretace vysledki

Dilezité jsou identifikované signifikantné (podle zvolené hladiny vyznamnosti, nejcastéji 0,05)
rozdilné abundantni proteiny, pfip. transkripty a nizkomolekularni latky — metabolity. Neméné
dulezita je vSak interpretace vysledki s ohledem na funkci identifikovanych zmén. Zasadni je
hledani vzajemnych souvislosti v ziskanych vysledcich, tj. jak jsou vSechny identifikované zmény
propojené. Zvlastni ohled je pak potieba brat na charakter testovaného pesticidu, ktery ma na
zakladé mechanismu ucinku vyvolat ur¢ity ocekavany efekt. Muze se vsak stat, ze vysledné zmény
neodpovidaji ocekdvanym zméndm, coz indikuje vedlejsi efekt testovaného pesticidu. Ackoliv
byly jednotlivé pesticidy vyvinuty s uréitym ovéfenym mechanismem ucinku, pozd¢ji bylo v fad¢
pripadi prokazano, ze maji i vedlejsi ,,neocekavané™ efekty. Je potieba brat v potaz, ze
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identifikované efekty mohou byt ,,vratného charakteru, tedy je potieba zvazovat a v budoucnu
pripadné ovétovat vratnost nezadouciho vlivu po odstranéni pesticidu ze vcelstva, coz odpovida
sezonni expozici. Nutno zddraznit, ze vysledné efekty na organismy vyvolané ,,vysokymi*
letalnimi a ,,nizkymi* subletalnimi expozicemi nebo davkami mizou byt zna¢né odlisné. Pesticidy
jsou vyvijeny na tlumeni $kudct, u nichZ maji vyvolat toxicky efekt, v podstaté akutni otravu. Proto
se principielné v ptipadé¢ nezadoucich efekti na necilové organismy setkavdme spiSe se
subletalnimi chronickymi efekty. Kdyby totiz byly bézné akutni toxické efekty na necilové
organismy, nebyly by dané pesticidy jednoduse povoleny pro dané pouziti, protoze by byly pfilis
rizikové. Povoleni takto rizikovych pesticidd by bylo vrozporu s nafizenim Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 1107/2009 z kterého se vychdzi v Evropské unii (EU) pii hodnoceni
POR pied uvedenim na trh za ucelem minimalizovat negativni vlivy na prostiedi a necilové
organismy. V ptipadé véely medonosné se setkavame s ptipady akutnich otrav, které jsou vsak
zpiisobeny $patnym pouzitim POR. Takové ptipady v Cesku vysetiuje spolené veterinat z Krajské
veterinarni spravy (KVS) a odborny pracovnik z Ustfedniho kontrolniho a zkusebniho Gstavu

zemddglského (UKZUZ) [19] a obdobna vysetiovani probihaji i v zahrani&i [14].

3.7.  Souhrn dulezitych kroki pro provedeni metodiky

Schéma provedeni exerimentu zohlediujici expozici véel v larvalnim stadiu a matek pesticidu je
znazornéno na obrazku 2. Je uvedeno zahrnuti modelového pesticidu acetamipridu. Pficemz

schéma je platné pro jakékoliv pesticidy.
° Volba pesticidii/POR pro hodnoceni
Suspektni negativni subletalni efekt jiz registrovaného pesticidu (ii. |./IPOR) na véely

» Pouzitim metodiky Ize ovéfit suspektni negativni U€inky jiZ pouzivaného pesticidu na

vcely a vysledek vyuzit pii reevaluacich.
Neznamé efekty pro ,,novy* pesticid — vyvinuty nebo vyvijeny

» Pouzitim metodiky lze identifikovat, nebo vyloucit negativni ucinek pesticid na
necilové organismy a predejit tak budoucim Skodam a problémim jesté pred jejich

uvedenim na trh.
Podezreni na synergicky efekt kombinace pesticidu
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» Pouzitim metodiky lze hodnotit riziko koktejli pesticidi, které se bud’ vyskytuji

Vv prostiedi/ve v&elich matricich v ur¢ité koncentraci nebo jsou aplikovany v tank-mixech.
Nastaveni ,,realistické* oralni expozice pesticidu

Vyhledani informaci o reziduich v nektaru/medu a rouskovaném pylu/véelim chlebu, prip.

dalsich vcelich matricich a samotnych vcelach

» Vyhledané informace o0 obsahu pesticidt ve véelich matricich se vyuziji jako zaklad pro
nastaveni realistické expozice. Je potieba brat v tivahu, ze obsah pesticidi v nektaru/medu
byva zna¢né nizsi nez v pylu. Pro experiment se zvoli niZsi hranice neZ maximalni zjisténé

obsahy pesticidi.

» Pokud nejsou dostupné informace 0 obsahu latek ve vcelich matricich, vyuziji se
informace o akutni toxicité z kontaktnich a oralnich testi a zohledni se charakter latky a

aplikace na plochu.
Aplikace pesticidu — aliquoty zdsobniho roztoku pesticidu

» Podle ur¢ené koncentrace pesticidu pro oralni aplikaci formou cukerného roztoku se
ptipravi jeho zasobni roztok. Pfimichanim stanovené¢ho objemu zasobniho roztoku

pesticidu do 50% cukerného roztoku se docili pozadované koncentrace.

» Zéisobni roztok se rozdéli do aliquotil, které se zamrazi. Neni tedy pokazdé potteba

ptipravovat nové roztoky.

Zalozeni a priitbéh experimentu

P Pripravend vcelstva stejné sily se umisti do zasitovanych izolatori.

P> Vcelstva bez predchozich/starych zasob se nechaji v izolatorech adaptovat.
» Vcelam se podava rouskovany pyl ,,biokvality, aby produkovala plod.

» V pribéhu kontinualni expozice se opakované béhem nékolika dni ptipravuje a aplikuje
cerstvy cukerny 50% roztok. V pesticidové expozici se pridava koncentrovany roztok

pesticidu ze zasobnich aliquoti.
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Odbér vzorki
» Vzorky se odebiraji po ,,m&si¢ni expozici®.

» Klicové vzorky podle metodiky ptedstavuji lihnouci se délnice a matky. Biologické

vzorky se okamzité mrazi ve vzorkovnicich na suchém ledu.
» Nevylucuje se odbér dalsich vzorkt v pribéhu experimentu — larev, kukel apod.
Analyzy

» Vzorky se preferenéné analyzuji vysokokapacitnimi OMICs metodami. Vhodnymi
pristupy jsou zejména proteomika a transkriptomika, je vSak mozné vyuzit dalSich pristupi

jako metabolomika, metabarkodovani, analyza mikrobiomu, atd.
Interpretace vysledkii

» Nalezené rozdilné vysledky mezi kontrolou a pesticidovou expozici je potieba spravné

interpretovat a vyvozovat adekvatni zavéry.

» Je potieba urcit vyznam identifikovanych zmén v organismech ptisobenim pesticidu.
Analyzuje se, zda existuji souvislosti v ziskanych vysledcich, tj. jak jsou vSechny

identifikované zmény propojené.

» Je potieba brat v potaz, Ze identifikované zmény vlivem pesticidi by mohly byt vratného
charakteru. Je potfeba zvazovat a v budoucnu piipadné ovétovat vratnost zjisténého
nezadouciho vlivu po odstranéni pesticidu ze vcelstva. V této souvislosti je poticba

navrhnout dalsi metodické postupy pro piipadna ovéfovani.

4. Priklad provedeni metodiky

A. Vybrany modelovy pesticid:

%

e Hodnocena ucinna latka: acetamiprid (analyticky standard kat. ¢. 33674;
PESTANAL®, Supelco, Sigma—Aldrich).
Pozn. Acetamiprid se casto vyskytuje ve véelich matricich spolecné s fungicidy. Jedna

se napr. o casty spolecny vyskyt v ovocnych sadech. Proto je mozné volit v dalsich
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testech jejich realistickou kombinaci, napr. acetamiprid+pyrimethanil. Pripadné se

voli Sirsi spektrum latek, 7 nejz se pripravi zasobni roztok.

Komentar. Znacna cCast vyzkumu zaméfend na pesticidy se dlouhodobé koncentruje na
neonikotinoidy, coz je skupina pesticidd, u nichz existuje podezieni, ze vyznamné piispivaji ke
ztratam vcelstev a ovliviuji i populace samotaiskych véel [15, 46]. Evropska unie (EU), na rozdil
od jinych zemi [47], zaujala v minulych letech vici neonikotinoidiim tvrdy postoj. PouZivani tfech
neonikotinoidi imidaklopridu, thiamethoxamu a klothianidinu, které jsou vysoce toxické pro
véely, se piisné regulovalo jiz od roku 2013 [48]. V roce 2018 byl navic vydan zakaz jejich
veskerého venkovniho pouziti [49]. Omezeni vytstila K vyprseni platnosti povoleni k pouziti téchto
neonikotinoida v letech 2019 az 2020. Ackoli v ¢lenskych statech EU byly povoleny vyjimky pro
venkovni pouziti zakazanych neonikotinoidl, po roce 2023 jiz zadné vyjimky povolovany nejsou
[50]. Po staZeni registrace dalS$iho neonikotinoidu, thiaklopridu, v roce 2020 [51], zistal v EU

K dispozici pouze jeden neonikotinoid, acetamiprid. Dulezité je, ze Evropsky Ufad pro bezpecnost

potravin (EFSA) na zakladé nejnovéjsich informaci stanovil, Ze acetamiprid piedstavuje pro véely

nizké riziko [52, 53]. Proto byl acetamiprid registrovan do 28. inora 2033 a stal se poslednim z péti

diive dostupnych neonikotinoidd v EU. Prestoze je acetamiprid regulovan jinak neZ ostatni ¢tyii

neonikotinoidy, je tieba dale posoudit rizika acetamipridu pro véely a dal$i organismy, zejména

jak uvadi EFSA [52, 53].

B. Krmivo:

¢ Cukerné krmivo
Pouzije se fepny cukr nebo invertovany fruktozo-glukézovy sirup. Ten vSak musi byt kvalitni
s nizkym obsahem hydroxymethylfurfuralu (HMF) a bez zbytkovych cukrii, které by mohly Cinit
travici problémy vcelam.

e Rouskovany pyl: 100% vceli pyl rouskovany v biokvalité

C. Biologicky material:

e Vcelstva Apis mellifera carnica, Pollmann, 1879

D. Vzorky pro analvzy

o Lihnouci se délnice + matky
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E. Postup experimentu

Kazdé pokusné vcelstvo bylo umisténo do zasitovaného izolatoru. Celkem Sest vcelstev
V izolatorech bylo umisténo Vv fadé vedle sebe, a to stfidavé kontrola a pesticidova expozice
(obrazek 1). Takovéto umisténi na jednom misté zajist'uje stejné venkovni podminky. Vcelstva
byla krmena nahradnim krmivem, které predstavoval 50% roztok fepného cukru. Pro zajisténi
kontinualni produkce plodu béhem pokusu byla véelstva ptikrmovana rouskovanym véelim pylem

ziskanym od lokalniho v¢elaie z lokality mimo pouziti zemédélskych pesticida.

Obrazek 1. Sest véelstev v zasitovanych izolatorech bylo umisténo v fadé vedle sebe. Stiidaly se

kontrolni a pesticidové varianty.

Foto: T. Erban

Pro snazsi predstavu 0 prub&hu experimentu je uvedeno schématické znazornéni (obrazek
2). Schéma ptedstavuje dulezité aspekty v metodickém postupu. Jednotlivé butiky znamenaji 1 den.
Od zacatku je vcelstvo krmeno ndhradnim krmivem. Zasadni je distribuce pesticidu vcelam,
pricemz vcelstvo je kontinudlné¢ krmeno. V pribéhu mési¢ni expozice se vceli délnice v pribéhu
vyvoje setka s acetamipridem piimo Vv larvalnim stadiu, kdy jsou larvy krmeny véelami. Polovinu
z tohoto pfiblizné pétidenniho obdobi jsou larvy krmeny mateii kaSickou a druhou polovinu véelim
chlebem (pergou). Kdyby slo o larvu matky, byla by krmena celou dobu vyhradné matefi kasickou.
Délnice je po zavickovani ptiblizné 13 dni izolovana od prostiedi tilu v buiice a neptijima potravu.
Na konci vyvoje, kdy délnice po metamorfoze opoustéji buriky, jsou odebrany, zamrazeny a poté
analyzovany. Pokud se rozhodneme ukoncit cely experiment na véelstvu, odebere se také matka,
bez které veelstvo neni plné funk¢ni. Matka je krmena mateti kaSickou po celou dobu svého Zivota.

Pesticid se tedy do ni musi dostat skrze sekrety v¢el krmicek.
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Obrazek 2. Schematické provedeni experimentu. Patrna je expozice larev a matek pesticidu.

Kazda zobrazena burika odpovida jednomu dni.
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Obrazek vytvoril B. Sopko pomoci programu BioRender (https://biorender.com).

Byly zaloZeny nasledujici experimentalni skupiny: i) kontrolni skupina bez acetamipridu a
ii) skupina vystavena acetamipridu, ve které byl cukerny roztok (50% ftepny cukr) doplnén
acetamipridem na kone¢nou koncentraci 20 pg/l (= ng/ml; ~ ppb). Pro kazdou expozici byla
provedena tfi biologicka opakovani, pti¢emz kazdé opakovani ptedstavovalo plné€ funkéni veelstvo
V izolatoru. VSech Sest vcelstev bylo vystaveno stejnym povétrnostnim podminkdm, protoze
izolatory byly umistény vedle sebe ve venkovnim prostiedi (obrazek 1). Vybér experimentalni
expozice acetamipridu byl odvozen od subletalnich G¢inka tii vysoce toxickych neonikotinoidt
(imidakloprid, thiamethoxam a klothianidin). Ve srovnani s acetamipridem je pro né znacné
mnozstvi informaci. Nezadouci efekty jsou znamé jiz pii koncentracich nizsich nez 10 pg/l
v nektaru a/nebo pg/kg pylu [54-56]. Vzhledem k pomérove nizsi toxicité acetamipridu pro vcely
a zvySené schopnosti véel acetamiprid detoxikovat konkrétnimi cytochromy P450 [57] je expozice
20 pg/l acetamipridu v cukerném krmivu piiméfena. Napiiklad Azpiazu a kol. [58] uvedli pro
meloun hladiny acetamipridu 483 pg/kg v pylu a 6,4 pg/kg v nektaru. Kromé toho Capela a kol.
[59] uvedli maximalni hladiny acetamipridu 592 ppb a 180 ppb v pylu a nektaru. Nami zvolena

dlouhodobé expozice acetamipridem V cukerném roztoku je tedy pifimétena.
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Zasobni roztok acetamipridu byl pfipraven z analytického standardu PESTANAL (kat. ¢.

33674, Sigma-Aldrich) rozpusténim 10 mg acetamipridu v 500 ml H2O (rozpustnost acetamipridu

ve vodé je 4,2 g/l), poté byl roztok rozdélen na alikvoty, které byly zamrazeny. Timto postupem

bylo mozné snadno, opakovan¢ a ptesné piipravovat Cerstvy acetamiprid v cukerném roztoku po

celou dobu experimentalni expozice pfidanim 1 ml zasobniho roztoku na 1 | cukerného roztoku.

Béhem 30denni experimentalni expozice bylo aplikovano celkem 13 Cerstvé pripravenych davek

cukerného roztoku (kontrola) nebo cukerného roztoku s 20 pg/l acetamipridu (osetfeni). Na konci

experimentu byly sbirany lihnouci se vcely, které byly jednotlivé umistény do zkumavek typu

Eppendorf a okamzité usmrceny a zamrazeny na suchém ledu, tedy pii teploté ptiblizné —70 °C.

Rovnéz byly odebrany matky, které byly také zamrazeny na suchém ledu. Biologické vzorky byly

az do pouziti uchovavany v hlubokomrazicim boxu pfi teploté —80 °C.

E. Analyzy:

Proteomicka analyza: tryptické digesce z celych vcel byly analyzovany pomoci
nanokapalinové chromatografie (nanoLC) Dionex Ultimate 3000 ve spojeni
S hmotnostnim spektrometrem Orbitrap Fusion Tribrid (Thermo). Analyza byla
provedena metodou Data Independent Acquisition (DIA). Ziskana hruba data byla
analyzovana a kvantifikovana pomoci softwaru Spectronaut verze 17.1. (Biognosys
AG, Svycarsko) [60]. Vyhledavani bylo provedeno pomoci analyzy directDIA
s databazi Apis mellifera (txid7460), ktera obsahovala 23 519 neredundantnich RefSeq
[61] sekvenci, které byly stazeny z NCBI. Dale byla data vyhodnocena v programu
Perseus verze 1.6.15.0 [62].

F. Vysledky:

Celkem bylo analyzovano 6 lihnoucich se délnic na ul, tedy celkem 18 v kontrole a 18
Vv expozici acetamipridu. Statistickym porovnanim 3 324 proteint identifikovanych
Vv lihnoucich se d€lnicich bylo identifikovano 6 signifikantnich proteinti. Matka byla
z kazdého vcelstva/ulu k dispozici jedna, kazda z nich vsak byla analyzovana tiikrat.
Statistickym porovnanim 4 023 proteint z matek bylo identifikovano 34 signifikantné
odlisné¢ exprimovanych proteini mezi kontrolou a expozici acetamipridem. Vice

signifikantnich proteini bylo tedy identifikovano v matkach nez v lihnoucich se
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v¢elach. Vysledky signifikantnich proteinti jsou uvedeny v tabulce 1 a jsou graficky

znézornény na obrazku 3.

Obrazek 3. Rozdilné€ exprimované proteiny identifikované u A) lihnoucich se mladusek a

B) matek vizualizované ve volcano plotech. VSechny signifikantni proteiny (FDR = 0,05;

SO = 0,1) jsou uvedeny v tabulce 1. Zde v grafu jsou zvyraznény vybrané proteiny.
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Tabulka 1. Rozdiln¢ exprimované proteiny identifikované u A) lihnoucich se mladusek a B)
matek. Signifikantné (FDR = 0,05; SO = 0,1; randomizace = 1000) rozdiln¢ exprimované proteiny
byly identifikovany pomoci t-testu zalozeného na permutaci. Grafické znazornéni je ve volcano
plotech (obrazek 3). Proteiny v obou podskupinach byly sefazeny podle log2 nasobné zmény,
ktera byla vypoctena jako rozdil mezi skupinou oSetfenou acetamipridem a kontrolni skupinou (~

Alog2 (ACE-CON)). Jsou uvedeny kuratorované nazvy proteint, piistupova ¢isla v NCBI
s hypertextovymi odkazy a symboly genti.

A) signifikantné odliSné exprimované proteiny v lihnoucich se mladuskach

Alog2 (ACE-

-logp CON) Nazev proteinu NCBI pfistupové ¢. Symbol genu
5,62 1,42 uncharacterized protein LOC726722 XP_026297324.1 GB12330
4,98 1,40 H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 3 XP_001120529.2 LOC724638
3,10 1,36 rapl GTPase-activating protein 1 XP_016769777.1 Rapgap1
4,28 0,91 juvenile hormone esterase precursor NP_001011563.1 Jhe
7,55 -0,48 40S ribosomal protein S25 XP_006565645.2 RpS25
3,16 -2,17 major royal jelly protein 3 precursor NP_001011601.1 Mrjp3

B) signifikantné odlisné exprimované proteiny v matkach

Alog2 (ACE-

-logp CON) Nazev proteinu NCBI pfistupové ¢. Symbol genu
2,99 4,07 uncharacterized protein LOC408807 XP_397526.2 IRP30
3,40 2,64 major royal jelly protein 1 precursor NP_001011579.1 Mrjp1
3,63 2,14 major royal jelly protein 5 precursor NP_001011599.1 Mrjp5
5,62 2,13 hymenoptaecin preproprotein NP_001011615.1 LOC406142
2,73 1,98 major royal jelly protein 7 precursor NP_001014429.1 Mrjp7
3,18 1,94 major royal jelly protein 6 precursor NP_001011622.1 Mrjp6
2,56 1,70 glucose oxidase NP_001011574.1 LOC406081
2,16 1,69 apidaecins type 22 precursor NP_001011642.1 Apid22
2,75 1,63 uncharacterized protein LOC724555 XP_026295090.1 LOC724555
2,30 1,59 methyltransferase-like protein 13 XP_026300784.1 LOC412624
2,39 1,58 major royal jelly protein 3 precursor NP_001011601.1 Mrjp3
2,60 1,49 major royal jelly protein 4 precursor NP_001011610.1 Mrjp4
2,47 1,45 proteoglycan 4 XP_006562848.2 LOC726592
2,33 1,39 chymotrypsin inhibitor-like XP_006563421.1 LOC113218518
2,19 1,36 UDP-glucuronosyltransferase 1-8 XP_001120991.3 LOC725106
2,24 1,32 cytochrome b561 domain-containing protein 2 XP_003249671.1 GB40148
2,34 1,05 D-aspartate oxidase XP_625069.1 LOC552692
4,29 0,98 repetitive proline-rich cell wall protein 2-like XP_016772311.2 LOC102655762
3,08 0,92 luciferin 4-monooxygenase isoform X1 XP_001122105.4 LOC726362
3,09 0,68 uncharacterized protein LOC408280 XP_397488.4 LOC408280
561 0,62 alpha—aminqadipic semialdehyde synthase, XP 624513.2

mitochondrial - LKR
4,76 0,58 toll-like receptor 4 isoform X3 XP_001119831.2 LOC724187
3,62 0,57 FAST kinase domain-containing protein 4 XP_016767522.2 GB50413
4,83 0,52 39S ribosomal protein L11, mitochondrial XP_003251076.1 GB44586
5,16 0,45 take-out-like carrier protein precursor NP_001011640.1 JHBP-1
3,35 -0,59 apyrase precursor NP_001127699.1 LOC408474
4,23 -0,72 zinc carboxypeptidase XP_623922.2 LOC551524
6,47 -0,75 aminopeptidase N isoform X1 XP_006565547.1 LOC551224
2,63 -0,87 leucine-rich repeat-containing protein 40-like XP_026295419.1 LOC102654766
4,23 -0,96 putative aminopeptidase-2 XP_026297457.1 LOC409619
2,92 -1,08 venom serine protease 34 isoform X1 XP_026300310.1 SP34
2,48 -1,35 tafazzin homolog XP_006569667.1 Taz
2,52 -1,36 venom carboxylesterase-6-like XP_006568129.2 LOC413047
2,21 -1,37 farnesyl pyrophosphate synthase XP_026300405.1 LOC726969
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G. Interpretace vysledku:

Hlavnim cilem experimentu bylo urcit, zda realna expozice pesticidni latkou
acetamipridem v koncentraci 2,5 ug/l zpisobuje signifikantni zmény ve véelstvech.

Mladusky. Identifikovanych odlisné exprimovanych proteind vV mladuskach vlivem
acetamipridu bylo celkem 6, nicméné tyto zmény mohou byt dalezitého charakteru.
Zmeény identifikované v lihnoucich se v€elach dohromady indikuji ovlivnéni zivotniho
cyklu vcel, coz miize mit disledky pro plnéni role vcelich d€lnic v Glu i mimo 0l a mtize
byt ovlivnéna délka jejich Zivota. Nékteré ovlivnéné proteiny (H/ACA RNP; Rap1lGAP
indikuje ovlivnéni spojené s telomerami, ty jsou v oblasti DNA na koncich
chromozomt, které chrani geny a reguluji starnuti [63—67]. Samotné histony vSak na
proteinové urovni signifikantné ovlivnény nebyly. Zmény v proteinu souvisejicim
s hladinami juvenilniho hormonu (juvenile hormone esterase precursor) mizou
znamenat ovlivnéni vyvoje metamorfozy, jejiz ovlivnéni indikuje také zména
v abundanci proteinu Mrjp3. Mrjp3 je sice znam jako jeden z ,kralovskych proteind*
mateti kasicky, ale ovliviiuje také RNA, chovani a zivotni cyklus véel. Snizovani hladin
Mrjp3 vedlo k ovlivnéni ptechodu krmicek na 1étavky [68]. Celkové tedy miiZzou tyto
zmény znamenat ovlivnéni chovani vcel v ulu, jako je konkrétné rizna doba plnéni
funkci délnic ve vcelstvu.

Matky (krdlovny). V matkach vystaveni vcelstva acetamipridu vyvolalo 34
signifikantn¢ odlisnych proteind. Vétsina z nich je spojena s imunitou vcel a nejvétsi
skupina ovlivnénych proteint se fadi mezi hlavni v matefi kasi¢ce (Mrjp 1-4 a 6-7; Mrjp
— major royal jelly proteiny, Cesky: kralovské proteiny). V matefi kasi¢ce se vSak
vyskytuji i dalsi rozdilné exprimované proteiny v experimentu. Jsou jimi glukoza
oxidaza (znama také jako notatin) a antimikrobialni peptid hymenoptaecin. Abundance
vSech téchto proteind se vlivem acetamipridu zvysila, a to v rozsahu log2 nasobné
zmeény 1,69 az 2,64. Tento vysledek znamend, Ze vystaveni vcelstva acetamipridu
V podstaté¢ vedlo ke zvySeni zastoupeni proteinti matefi kasicky v matkach a také
zvySeni imunitni odpovédi. Navic byla zvySena exprese dalSiho antimikrobidlniho
peptidu apidaecins type 22. ZvySeny byl i toll-like receptor 4. Zmény v téchto
uvedenych proteinech, ale i n€kolika dalsich, tedy znamenaji, ze acetamiprid aktivoval

imunitni odpovéd’ v matkach. Aktivace imunitni odpovédi malymi davkami pesticidi a
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také napt. neonikotinoidem thiaklopridem, ktery je v podobné podskupiné
neonikotinoidd jako acetamiprid, byla dfive sledovana [69]. Podobné jako v pfipadé
mladusek je potieba si uvédomit, ze n¢které Mrjp jsou spojovany i s dalsimi funkcemi,
konkrétn¢ Mrjpl a Mrjp3, které mohou ovliviiovat chovani [70-72]. Dale byla
experimenty vcel s thiaklopridem [69]. Jednou z dilezitych zmén v matkach je také
snizena exprese farnesyl pyrofosfat syntazy (FPPS), coz znaci ovlivnéni mevalonatové
drahy trochu jinym zptisobem, nez jak bylo sledovano pro imidakloprid u ¢melaka [73].
Potlaceni FPPS muze mit pro vCely vyznamné dusledky, jelikoz je napojena na syntézu
hormond, zejm. juvenilniho hormonu [74]. I jiné zmény v proteinech, jako
carboxylesterase-6-like ¢i take-out-like carrier protein precursor [75] znaci ovlivnéni
hospodafteni s juvenilnim hormonem. Kromé téchto zminénych ovlivnénych proteint
byly v matkach ovlivnény i dalsi proteiny, které mohou mit jisty konkrétni dusledek,
napf. jako tafazzin, ktery by mohl znamenat pohybové problémy [76]. Hlavni zjisténé
souvislosti vlivu vsak vedou k aktivované imunitni odpovédi, aktivované detoxikaci
pomoci UDP-glukuronosyltransferas a ovlivnéni syntézy a rovnovahy juvenilniho

hormonu.
H. Zavér:

Vysledky provedeného experimentu prokazaly, ze vystaveni véelstev nizkym
koncentracim acetamipridu v nahradnim krmivu cukerného roztoku maji vliv na expresi
proteintt v lihnoucich se mladuskach a také v matkadch. Provedend expozice
acetamipridem se pohybovala na spodni hranici jeho pfitomnosti v°nektaru a pylu, a
proto lze provedenou expozici mozné povazovat za realistickou. Zmény v matkach
vyvolaly obdobny efekt hned v nékolika ohledech, jako zptsobily véelam subletalni
expozice jinym pesticidim, zejména thiaklopridu. Zvlast¢ patrnym efektem
acetamipridu na matky je aktivace imunitni odpovédi, zvyseni detoxifikace UDP-
glukuronyltransferazami ¢i ovlivnéni rovnovahy juvenilniho hormonu. V pfipadé
lihnoucich se vcel vysledky naznacuji negativné ovlivnény vyvoj véel a mozné

ovlivnéni zivotniho cyklu vcel v ulu.
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Zjisténé zmény mohou mit disledek pro celé vcelstvo. Nové délnice lihnouci se
S predispozici pro negativné ovlivnéné chovani a zmény plnéni roli v Glu ovlivni celé
vcelstvo, a to od krmeni plodu a matky ptes sbér potravy. Zdrava a fungujici matka je
klicovym prvkem pro véelstvo, proto je jeji ovlivnéni acetamipridem potencialné
zavazného charakteru. U matky je expozice skrze délnice, které ji krmi mateti kaSickou.
Dé¢lnice analyzované v momentu lihnuti byly vystaveny acetamipridu pouze
Vv larvalnim stadiu skrze krmeni.

Celkové lze z jednoho pohledu povazovat ucinky expozice acetamipridu za urcité
poskozeni vcelstva, ale zmény lze také povazovat za méné zavazné, dokud nebudou
potvrzeny biologické dusledky. V budoucnu by bylo potiecba dale testovat, zda
pozorované zmény mohou ovlivnit i) jednu generaci délnic véely medonosné a/nebo ii)
trvale celé vcelstvo (tj. zda jsou Gcéinky trvalé a matka je nevratné ovlivnéna). M¢&li
bychom uvazovat, zda jsou sledované zmény reverzibilni v neptitomnosti acetamipridu,
resp. vymizi po jeho odstranéni po piedchozi expozici.

V budoucnu by bylo dilezité také testovat, zda existuje synergicky Gc¢inek na véely
mezi acetamipridem a dal§imi laitkami, zejm. fungicidy. Pokud acetamiprid ovliviiuje

imunitu vcel, zejm. matek je takova moznost realna.
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5. Srovnani novosti metodiky

Metodika navazuje na pfedchozi metodiky prvniho autora a piinasi nové prvky do hodnoceni rizik
pesticidli na v€elu medonosnou. Umoziiuje zaméfit se na subletdlni chronicky vliv pesticidi na
véely, pficemz zjistény vliv na jedince je interpretovan z pohledu ovlivnéni celého vcelstva se
zohlednénim jeho vysoce eusocialniho uspotfadani. Toto je dilezitym novym prvkem, ktery je
pozadovan V modernim vicestupiovém hodnoceni rizik pesticidd na vcely. Expozice véelstva
pesticidim Vv ur¢itém obdobi muize ovlivnit urcitou ¢ast délnic nebo jejich urcitou generaci, to vak
bylo bézné povazovano za oslabeni véelstva, se kterym by se mélo ¢asem vyrovnat. Novym
modernim prvkem je zhodnoceni nasledki expozice, které mohou ovlivnit veelstvo ve vétsi miie
pokud jsou trvalejsiho charakteru. Zasadni je hodnoceni expozice véelstva odpovidajici realnym
subletalnim koncentracim/davkam v krmivu a odvozeni vyvolaného komplexniho vlivu na
véelstvo skrze zjisténé zmeény v matkach a lihnoucich se délnicich.

Metodika se nové zamétfuje na analyzy matek, které mohou byt kontaminované pesticidy
prakticky pouze formou matefi kasi¢ky. Potencialni ovlivnéni matek expozici véelstva pesticidy je
zasadni informace pro hodnoceni rizik z divodu centralniho ovlivnéni celého véelstva. Znaény
vyznam tohoto hodnoceni je vzhledem ke specifické formé ovlivnéni matek. Matky vcely
medonosné jsSou totiz krmeny vyhradné matefti kasSickou produkovanou délnicemi krmi¢kami, coz
odrazi vysoce eusocialni uspofadani véelstva. Déle jsou analyzy zamé&feny na lihnouci se délnice,
které jsou piimému plisobeni pesticidii vystaveny v larvalnim stadiu jen po dobu péti dni, z toho
vsak ptiblizné polovinu doby formou mateti kasicky a druhou polovinu véelim chlebem (pergou).
V¢ely pred koncem vyvoje prakticky 2 tydny nepiijimaly potravu a tedy ani dal§i kontaminanty,
jelikoz byly uzavieny v bunice, takze pokud je zjisténo jejich ovlivnéni, znamena to problém pro
tyto jedince, ale i pro celé v¢elstvo. Dle typu a rozsahu zjisténych zmén takové délnice mohou mit
ovlivnénou délku zivota, ale mize byt také negativné¢ ovlivna jejich role ve vcelstvu. Generace
takto ovlivnénych vcel pak narusi fungovani celého véelstva, napi. protoze mizou ,,Spatné krmit
dal$i délnice a pfipadné i matku. Mohou se také potencidlné vyskytnout problémy pii shanéni
potravy, kdyz vcely dospéji do stadia 1étavek. V konkrétnim prikladu provedeni metodiky jsou
takové vlivy demonstrovany na expozici acetamipridu. Pficemz zmény v délnicich a matkach byly
analyzovany vysokokapacitnim proteomickym piistupem. (Alternativni a doplitkové analyzy vSak
mohou predstavovat i jiné pfistupy jako transkriptomiku ¢i metabolomiku nebo integraci riznych

metodickych pfistupti.) V matkach acetamiprid zpasobil aktivaci imunitni odpovédi, ale i dalsi
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zmény. V délnicich se konkrétni zjisténé zmény mohou projevit na Zivotnim cyklu a chovani vcel
ve vcelstvu, coz jSou negativni vlivy na necilové organismy obecné ptisuzované neonikotinoidiim.
Dle metodiky se doporucuje na zakladé takovychto zjisténych vysledki navrhovat ovétovaci
experimenty, a to ve smyslu, zda jsou zmény vratné a do jaké miry se nakonec projevi na biologické

urovni.

6. Uplatnéni metodiky

Metodika ma uplatnéni v ochran¢ zdravi véely medonosné pred dopady pouzivani pesticidi.
Metodika umoznuje odhalovani G¢inkt pesticidi, které neni mozné odhalit béznymi biologickymi,
ale casto ani sofistikovanymi analytickymi pfistupy. Pouzitim metodiky lze odhalit $kodlivé vlivy
pesticidi na vcelstvo, které mohou mit duisledky na eusocidlni uspotfadani vcéelstva. Obdobné
zpusoby hodnoceni jsou pozadovany v modernim vicestupniovém hodnoceni rizik pesticidi na
véely v Evropské unii. Vysledky, které lze ziskat aplikaci metodiky, jsou poZadovany svétovou
védeckou komunitou a také organy, které se zabyvaji ztratami vcel a hodnocenim rizik pesticidli
na vcely i dalsi necilové organismy. Proto je uplatnéni na evropské trovni napt. skrze Evropsky
urad pro bezpecnost potravin (EFSA) a Evropskou agenturu pro zivotni prostifedi (EEA) a na irovni
Ceska skrze jednotliva ministerstva a kompetentni organy statni spravy, zejména Ministerstvo
zemédélstvi CR (MZe CR) a Ministerstvo Zivotniho prostiedi CR (MZP CR). Uplatnéni je také ve
vyzkumné ¢i vzdélavaci ¢innosti. Celkoveé se metodika uplatni pfi posuzovani rizik pesticidi na

vCely a prostiedi.

Metodika muze pfispét k zajisténi udrZitelného opyleni riznych rostlin a ma tedy konkrétné
vztah k Umluvé o biologické rozmanitosti (Convention on Biological Diversity, CBD) [77], ktera
patii k nejvyznamnéj$im mezindrodnim mnohostrannym umluvam v oblasti zivotniho prostiedi.
Metodika je také v souladu s dnes aktualni Novou dohodou pro opylovace [78], ktera se zabyva
ubytkem opylovaci a opatfenimi pro zlepSeni jejich ochrany. V uzivatelské sféfe se tak metodika
uplatni pfi ochrané komer¢nich opylovaci a potencialné i pfirozenych opylovact, proze efekty
sledované na v¢ele medonosné jsou do jisté miry a pipadné s modifikacemi aplikovatelné i na jiné
druhy. Eliminace negativniho vlivu POR je velmi dilezitou soucasti pouzivani POR a celkové
zemé&délské produkce. Spravnou definici rizik POR je moZné 1épe chranit spolecenstva opylovaci,

ktera piedstavuji nastroje ekosystémovych sluzeb biodiverzity a také zemédélské produkce.
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7. Ekonomické piinosy metodiky

Postupy uvedené v metodice se tykaji zejména ochrany v¢el pied negativnimi vlivy POR a v nich
obsazenych uc¢innych latek. Postupy uvedené v metodice maji potencial ptispét ke snizeni ztrat
véelstev, jejichZ hodnoty v korunach &eskych jsou kazdoroéné jen v Cesku stamilionové. Naklady
na modelovy experiment s provedenymi analyzami se pohybuji v ¢astce ptiblizn¢ 200-300 tis. K¢.
Aplikace metodiky do hodnoceni rizik pesticidi dokaze ptedejit problémum, které vynaloZené
naklady vysoce prevazuji. Skody zptisobené skrytymi nezadoucimi uéinky nékterych pesticidi se
na zivotnim prosttedi projevuji v tézko vycislitelnych hodnotach. Pokud existuje vazny nezadouci
vliv pesticidi ohrozujici zdravi matek a vyvoj véel, je mozné se domnivat, Ze mize existovat i
relevantni riziko pro zdravi ¢lovéka. Ekonomické piinosy metodiky jsou také v potravinové

bezpecnosti.
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