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Stanoveni ucinki hnojiv a agrochemikalii

na reprodukci zizaly Eisenia andrei

Markéta Svobodova

Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zem&d&lsky
OdMB Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno

Marketa.svobodova@ukzuz.cz

1 Uvod

Potencialni vliv hnojiva ¢i agrochemikalie na ptidni ekosystém je vhodné ovéfit vzorek pomoci
baterie normovanych testll s mikroorganismy, bezobratlymi a rostlinami tak, aby byly zahrnuty
organismy z ruznych trofickych urovni potravniho fetézce s riznymi funkcemi v ekosystému.
Ekotoxikologické testy jsou schopny zhodnotit celkovy efekt hnojiv a agrochemikalii na ptidni
biotu ve spojeni s vlastnostmi prostfedi. Velkd vyhoda ptidnich ekotoxikologickych test
spociva v zahrnuti vlivu matrice samotné a zohlednéni jak redlné biodostupnosti toxickych latek
pro padni organismy vzhledem kjejich osudu v pidnim prostiedi, tak i pfitomnosti
neanalyzovanych vyznamné toxickych latek ¢i synergického ucinku jejich smési.
Ekotoxikologické testy jsou proto vhodné pravé pro hodnoceni komplexnich smési, jako jsou

hnojiva a suroviny pro jejich vyrobu (organické odpady).

Cilem vyvojového ukolu bylo zavedeni reprodukéniho testu se zizalou Eisenia andrei
arozSifeni stavajici baterie ekotoxikologickych testi o zemédélsky velice relevantni
organismus, nebot zizaly pohybem v pidé¢ prevrstvuji a provzdusnuji pudu a podileji se
na vytvareni humusu. Na artificialni piidé kontaminované referen¢ni latkou (kyselinou boritou)

byl proto vypracovan postup pro stanoveni G€inkl na reprodukci zizaly Eisenia andrei.



2 Princip

Metoda je urcena k detekci potencidlniho vlivu hnojiv a agrochemikalii na schopnost
reprodukce jedinct zizaly Eisenia andrei po jednorazové aplikaci testovaného ptipravku. Test
probihd minimaln¢ pii 6 koncentracich daného piipravku. Koncentraéni fada vychazi
z maximalni davky doporucené pro aplikaci na piidu, kterd je pfiblizn¢ uprostied sledované
koncentracni fady. Soucasti testu je 1 kontrolni varianta neoSetiena testovanym piipravkem.
Test trva 56 dni. Po 28 dnech se odeberou dospéli jedinci a vyhodnoti se jejich mortalita
(popripad¢ narGst ¢i ubytek biomasy zizal). Na konci testu po dalSich 28 dnech inkubace

se vyhodnoti vliv na reprodukci zizal spoc¢itanim juvenild.

5 Material

Pristroje a pomiicky

Sklenéné testovaci nadoby s perforovanymi vicky (1 —2) 1.

Nédoba na michani artificialni pady (AP).

Srotovaci zatizeni na rozsekani raseliny.

Michacka na artificidlni padu.

Sito o jmenovité délce ok 2 mm.

Mrazak -20 °C (-80 °C).

pH metr.

Klimatizovana mistnost ¢i riistovd komora vytemperovana na (20 & 2) °C.
Svételny zdroj (napf. bilé zativky) schopny dodavat konstantni intenzitu svétla (400 — 800) lux
pii fizeném cyklu svétlo : tma (16 : 8) hodin nebo (12 : 12) hodin.
Luxmetr.

Ptredvazky, piesnost 1 g.

Ptedvazky, piesnost 0,01g.

Nastavitelné automatické pipety (0,2 — 1) mla (1 —5) ml.

Vodni lazen (50 — 60) °C.

Plastovy tac.

Pocitadlo.



Dievéna Spejle nebo mikrobiologicka klicka.

Sklenéna tycinka.

Chemikalie

Artificialni ptida ("bild" vrchni raselina — velikost ¢astic 2 mm + 1 mm, kifemenny pisek — vice
nez 50 % hmotnosti pisku v rozmezi velikosti zrnek 0,05 mm — 0,2 mm, kaolin — napft. Sigma,
CaCOs — tprava pH).

Voda (destilovand, demineralizovand, deionizovand) na ovlh¢eni.

Chlorid draselny, KCl, roztok KCI ¢ = 1 mol/l. Ptiprava: 74,6 g KCl se rozpusti ve vod¢ a doplni
na 1000 ml.

Kyselina borita, H;BOs.

Testovany organismus a krmeni
Zasobni kultura zizal Eisenia andrei.

Granulovany kravsky hntj.

6 Pracovni postup

Postup je zalozen na standardizovanych metodach ISO 11268-2 (2012) a OECD 222 (2016)
a upraven pro podminky pouZiti v laboratotich UKZUZ.

4.1 Priprava artificialni pidy (AP)

Artificidlni pada se sklada z kiemenného pisku, kaolinu, pfesaté raseliny a CaCOs, ktery slouzi
k upravé pH artificialni pady na hodnotu 6 = 0,5. Pro test se zizalami se pouziva svétla raSelina.
Presata raSelina se defaunizuje hlubokym zamrazenim na -80 °C nebo se nechd 3 x zmrznout
pii -20 °C a pfi laboratorni teploté se necha opakované rozmrznout. Kfemenny pisek, kaolin
araSelina se smichaji v poméru 69 : 20 : 10. Artificidlni pida se nechd den odlezet
v laboratornich podminkach a zméti se pH. Pokud je potieba, pH se upravi uhli¢itanem
vapenatym na hodnotu 6 + 0,5. Necha se dalsi 3 dny odleZet a pak se znovu ovéii hodnota pH
(viz JPP UKZUZ, postup &. 30042.1). V AP se zméii také maximalni vodni kapacita (WHC,
viz JPP UKZUZ, postup ¢. 31180.1) a susina (viz JPP UKZUZ, postup &. 30020.1).



4.2 Experimentalni usporadani

Predbézny test: Pfedbézny test je volitelny a je vhodné ho zvolit v piipadé, kdy toxicita
testované latky neni znama. Piedbé&zny test slouZi k zjisténi rozsahu koncentraci testované latky
ovliviujici zizaly, napt. 0 mg/kg, 1 mg/kg, 10 mg/kg, 100 mg/kg a 1000 mg/kg. Piedbézny test
se provadi bez opakovani. Pokud nejsou pozorovany zadné ucinky ani pii koncentraci
1000 mg/kg, 1ze definitivni test navrhnout jako test limitni. Definitivni test: Slouzi ke zjiSténi
mortality jedinct a vlivu na reprodukci. Pti pfipravé koncentracni fady se nedoporucuje volit
fedici krok vyssi nez 2.

Mozn4 uspotadani definitivniho testu:

1. Pro NOEC (No Observed Effect Concentration — koncentrace, pfi které neni pozorovan
nezadouci ucinek) pfistup se pouzije alespont 5 koncentraci v geometrickych sériich po
4 opakovanich + 8 kontrol.

2. Pro ECy (Effect Concentration — u¢innad koncentrace, pii které se projevi ucinek u x %
sledované populace) piistup se pouZije az 12 koncentraci po 2 opakovanich + 6 kontrol. Redici
krok muze byt proménlivy: mensi v nizkych koncentracich a vétsi ve vysokych koncentracich.
3. Pro smiSeny pfistup se pouzije 6 az 8 koncentraci v geometrickych fadach po 4 opakovanich
+ 8 kontrol.

Limitni test: Pro pfipad rychlého zhodnoceni testované latky lze zvolit limitni test, ktery
se sklada z kontrolni varianty a doporuc¢ené davky testované¢ho piipravku v 4 opakovanich.
Limitni test miZze byt dostacujici, pokud v predbézném testu nebyly pozorovany zadné toxické
ucinky.

Spotieba AP se vypocte podle zvoleného designu. Na kazdé opakovani je tfeba 500 g suché
AP. Dile je potieba pficist minimalné 2 x 20 g suché pudy na kontrolu pH a aktualni vlhkosti.

4.3 Aplikace testované latky

Jeden az tii dny pfed zacatkem testu se do celkového mnozstvi AP od kazdé testované
koncentrace aplikuje testovana latka a zaroven se AP ovlh¢i na 50 % WHC.

Mnozstvi testovaného piipravku pro aplikaci na AP se ptfepocita podle realného modelu, kdy
se predpoklada standardni hloubka pii zapravovani hnojiv do piidy (obvykle se pohybuje kolem
30 cm). V laboratornich podminkach se pocita s hloubkou zapraveni 10 cm do pidy (mozny

hor$i scénér). Poté se prepocitd odpovidajici davka na mg/g suché piady a pripravi se



koncentracni fada testovaného piipravku. Pfi vypoctech aplikac¢nich davek se poc€ita s hodnotou
hustoty piidy 1,5 g/cm?.

Ze zasobniho roztoku testované latky (= nejvyssi koncentrace) se fedici fadou ziskaji nizsi
koncentrace testované latky. Podle rozpustnosti testovanych latek se musi lisit jejich aplikace
na AP:

1. Ve vode¢ rozpustné latky se rozpusti v destilované vodé. Mnozstvi roztoku se spocita tak, aby
se doséhlo pozadované koncentrace a vysledné vlhkosti pidy (dovlhéeni na 50 % WHC).

2. Pro latky nerozpustné ve vode¢, ale rozpustné v organickych rozpoustédlech, se pouzije tékavé
rozpoustédlo (dichlormetan, cyklohexan, aceton, hexan). MnozZstvi testované latky potiebné
k dosazeni pozadované koncentrace se rozpusti v rozpoustédle a smicha se s ¢asti kiemenného
pisku. Po odpateni rozpoustédla v digestoii (nejlépe pfes noc) se kontaminovany pisek
dikladné promicha se zbytkem standardni pidy a dovlh¢i se na 50 % WHC. V kazdém
opakovani musi byt stejné mnozstvi rozpoustédla, aby nedoslo k ovlivnéni vysledka. Je také
nutné zalozit kontrolni sadu na pouzité rozpoustédlo, aby se zjistilo, zda samo rozpoustédlo
neni pro zizaly toxické.

3. Pro latky nerozpustné ve vod¢, ani v organickych rozpoustédlech, se latka peclivé vmicha
piimo do testované ptidy, nebo se pouzije smés 10 g jemné mletého industrialniho kiemenného
pisku (nebo 10 g suchého plidniho substratu) a mnozstvi testované latky potfebné k ziskani

pozadované koncentrace. Peclivé se v§e promicha. Dovlh¢i se na 50 % WHC.

Uzavien¢ nadoby s pfipravenou kontrolni piidou a ptidou s pridavkem testované latky se umisti
do rhstové komory (vytemperované mistnosti) do zacatku testu. V den zahdjeni pokusu
se nadoby pirevazi a doplni se piipadny ubytek vody. Pfipravena AP se rozvazuje po 500 g
suché hmotnosti do sklenénych testovacich nadob. Plida v testovacich nadobach by neméla byt

udusana kviili volnému pohybu zizal.

4.4 Vlastni postup testu

Piiprava a aplikace ZiZal do testu

Zizaly do testu by méla tvofit, pokud mozno, homogenni populace z hlediska véku, velikosti
a hmotnosti. Do testu je vhodné pouzit dospélé Zizaly 2 mésice az 1 rok staré, stejné velikosti

a s dobie vyvinutym opaskem. Podle normy se doporucuje hmotnost (250 — 600) mg na zizalu.



Zizaly je mozné pied vlastnim testem aklimatizovat 1 den az 7 dni v artificialni padé
s ptidavkem ovlhéeného granulovaného kravského hnoje.

Do kazdé testovaci nadoby se na povrch pudy aplikuje 10 zizal. Pied aplikaci do nadoby
se zizaly po 10 jedincich opatrné oplachnou v kohoutkové vod¢, osusi se papirovou utérkou
a zvazi se. Po aplikaci zizal se testovaci nddoby uzaviou perforovanymi vicky, aby byl zajistén
dostate¢ny ptisun vzduchu, zvazi se a umisti se do mistnosti (ristové komory) vytemperované
na (20 + 2) °C. Intenzita osvétleni se nastavi na (400 — 800) lux pfi fizeném cyklu svétlo: tma
(16 : 8) hodin.

Pridavek potravy do testu

granulovany kravsky hntij. Granulovany hnij je potieba pied aplikaci do nadob ovlh¢it
destilovanou vodou a nechat asi hodinu odstat, aby se voda vsakla do granuli. Na ovlh¢eni 5 g
suchého hnoje pfipada 6 ml destilované vody. Na zacatku testu se aplikuje 11 g vlhkého hnoje
na testovaci nddobu. Hntj je nejlepsi rovnomérné aplikovat asi 1 cm pod povrch testovaci
matrice pomoci sklenéné tyCinky, aby se ostrym ndstrojem inkubované Zzizaly neporanily.
Potrava se ptidava kazdy tyden (11 g vlhkého hnoje na opakovani). Naposledy se potrava
do testovacich nadob piidava 28. den inkubace po vyjmuti dospélych zizal.

Kontrola vlhkosti

Po aplikaci zizal a potravy do testovacich nddob se naddoby uzaviou a zvazi. Vazi se kviili
ubytku vody perforovanymi vicky kazdy tyden. Na povrch ptidy se nejprve rovnomérné nakape
mnozstvi chybéjici vody, az poté se pod povrch ptidy aplikuje potrava. Soucasné s dopliiovanim
vody a krmenim dochézi k provétrani testovacich nadob.

Vyhodnoceni testu

Po 28 dnech inkubace se vyhodnoti mortalita dospélych Zizal. Testovaci nddoby se zvazi kvuli
doplnéni tbytku vody. Obsah testovaci nadoby se opatrné vysype na plastovy tac. Dospélé
zizaly se opatrn€ vyberou z piidy a spocitaji se a umyji v kohoutkové vodeé, ususi se a nasledné
se zvazi. Do pidy se nakape Ubytek vody a plida se po kratkém promichani vrati zpét
do testovaci nddoby. Pod povrch ptidy se zahrabe 11 g ovlhéeného hnoje, nadoby se uzaviou
perforovanymi vicky, prevazi se a ponechaji se inkubovat dalSich 28 dni. Kazdy tyden
se kontroluje vlhkost a vétrani, ale potrava se jiz nepiidava.

Po 56 dnech inkubace se hodnoti pocet vylihnutych juvenilnich Zizal. Juvenilni Zizaly je mozné

z pudy vybrat ru¢né a spocitat, ale tento proces je ¢asoveé velmi naro¢ny. Proto se pro extrakci
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zizal z pudy doporucuje tepelna extrakce. Je mozné ponofit testovaci nddoby do vodni lazné
o teploté (50 — 60) °C. Po pftiblizn€ (20 — 30) minutéch se juvenilni zizaly objevi na povrchu
pudy a je mozné je opatrné¢ rukou odebrat spoleéné s vrchni vrstvickou pudy a spocitat.
Nasledn¢ je tieba zkontrolovat vnitini stény nadoby a prohrabnout vrstvu piidy pod odebranym
zizalami a ptipadné nalezené Zizaly zapocitat.

Zpracovani vysledki testu

Pro kazdou koncentraci zkouSeného vzorku a kontrolu se vypocte procentudlni mortalita
dospélych zizal, aritmeticky primeér poctu juvenilnich zizal, smérodatnd odchylka (SD)
a variacni koeficient (CV).

Kritéria validity

Vysledky se povazuji za platné, pokud v kontrole plati nasledujici podminky:

1. Mortalita dospé€lych jedinctli po ¢tvrtém tydnu by neméla v prioméru piesdhnout 10 %.

2. Za ptedpokladu, ze na pocatku testu bylo zavedeno 10 dospélych jedinct na jednu nadobu,
na konci testu by mél byt primérny pocet juvenil na jednu nddobu vyssi nebo roven 30.

3. Na konci testu by varia¢ni koeficient pro reprodukéni data v kontrole nemél pievySovat 30 %.
Pokud nejsou splnény podminky validity testu, test se opakuje.

Statistické vyhodnoceni dat

Data jsou hodnocena podle interntho materidlu NRL OdMB pro vyhodnoceni
ekotoxikologickych dat. Statistiké a grafické zpracovani dat se provadi pomoci statistické¢ho
softwaru ToxRat 3.3.0 (ToxRat Solutions GmbH, Alsdorf, Némecko). Z reproduk¢nich dat jsou
pomoci statistickych postupli vypocteny parametry, které charakterizuji toxicitu testované
latky. Konecnym vysledkem jsou parametry NOEC, LOEC (Lowest observed effect
concentration — nejnizs§i koncentrace, pfi niz je pozorovan nezadouci tc€inek), EC20 a EC50,
jsou spocitany dle nize uvedeného schématu:

Pro testovani normality rozd€leni dat se pouziva Shapirtv-Wilkliv test a pro testovani
homogenity rozptylli Leveniiv test.

Stanoveni NOEC a LOEC

1. Data maji normalni rozdéleni a homogenni rozptyl: jednostranny Dunnetiv test nebo
Williamstv test.

2. Data maji normalni rozdéleni a nehomogenni rozptyl: jednostranny Welchlv t-test
s Bonferroniho-Holmovou korekei.

3. Data nemaji norméalni rozd¢leni: jednostranny U-test s Bonferroniho-Holmovou korekeci.
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Stanoveni ECx

1. Jako prvni se proveden vypocet pomoci 2-, 3- nebo 4- parametrické nelinearni regrese
s kumulativni distribu¢ni funkci zalozenou na normélnim, logit nebo Weibullovu rozdéleni.
davajici uspokojivé vysledky (parsimonni model).

2. V ptipadé¢, ze se nepodafi vytvotit model pomoci nelinearni regrese, je pro vypocet pouzita
linearni regrese zaloZena na logit, probit nebo Weibullovu rozdéleni.

Referencni latka

Jednou ro¢né se zizaly testuji na referencni latku, zda laboratorni podminky neovlivnily
citlivost testovanych organismi. Doporucenou referencni latkou je kyselina borita (H3BO3).
ECso (reprodukce) kyseliny borité by se méla pohybovat ptiblizné v rozmezi 400 mg az 600 mg
H3BOs na kilogram suché pudy.

5  Vysledky a diskuze

Pro ovéteni metody byly nejprve provedeny tfi optimalizacni testy s nekontaminovanou
artificialni ptidou. Kazdy ztéchto testii tvofilo 8 kontrol. Zizaly byly pied testem tii dny
aklimatizovany v artificidlni pid¢ s pfidanym ovlhéenym granulovanym kravskym hnojem.
U téchto tii testll byla vyhodnocena mortalita dospélych zizal po 28 dnech a pocet juvenilnich
zizal na konci testu (Tabulka 1). Juvenilni zizaly byly u prvnich dvou testd ru¢né vybrany
z pidy a spocitany. Tento postup je Casové narocny. Pro spocitani juvenilnich zizal u tietiho
testu se pouzila tepelnd extrakce ve vodni lazni. Usp&snost tepelné extrakce byla ovéfena
kontrolou zbylé pidy ve vSech nadobach po odebrani extrahovanych Zzizal. Pro vSechny
nasledujici testy byla proto pro snadnéjsi a rychlejsi pocitani juvenilnich zizal pouzita tepelna

extrakce.



Tabulka 1. Vysledky optimaliza¢nich testi s nekontaminovanou APOD.

Pocet dospélcii | Pocet juvenilii -
o . < Validita
Primér |SD Primér |SD CV (%)
KONTROLA 110 0 10,6 9,8 92 NE
KONTROLA 2|10 0 34,4 7,4 21 ANO
KONTROLA 3|10 0 31,3 4,9 16 ANO

Nésledné byl proveden test s kyselinou boritou (H3BO; 1). Podle ISO 11268-2 (2012)
by se ECso kyseliny borité méla pohybovat ptiblizné v rozmezi (400 — 600) mg/kg suché pudy.
Referencni latka byla proto na artificidlni ptidu aplikovana v koncentracni fadé 31,25; 62,5;
125; 250; 500 a 1000 mg/kg suché pudy. Byla zalozena 4 opakovani pro kazdou koncentraci
a 8 kontrol. Vybrané zizaly se pfed testem tii dny aklimatizovaly v artificidlni ptid€ s pfidanym
ovlhéenym granulovanym kravskym hnojem. Byla vyhodnocena mortalita dospélych zizal
po 28 dnech a pocet juvenilnich zizal na konci testu (Tabulka 2). Ze ziskanych reprodukcnich
dat byly pomoci programu ToxRat vyhodnoceny ekotoxikologické parametry NOEC, LOEC,
ECz a ECso (Tabulka 3). Reprodukéni data méla normdlni rozdéleni a nehomogenni rozptyl,
proto se pro stanoveni NOEC a LOEC pouzil jednostranny Welchiiv t-test s Bonferroniho-
Holmovou korekci. Pro vypocet ECx byla pouzita Weibullova analyza (R? = 0,390) (Obrazek
1). Nizkd hodnota koeficientu determinace byla pravdépodobné zplisobena nehomogennim

rozptylem reproduk¢nich dat.

Tabulka 2. Mortalita dospélcii a pocet juvenili u testu s kyselinou boritou H;BOs3_1.

Koncentrace | Pocet dospélcii | Pocet juvenilu Validita
(mg/kg) Primér |SD Primér | SD CV (%)

0 10 0 32,3 3,6 11 ANO
31,25 10 0 28,5 14,2 50

62,5 10 0 35,5 11,8 33

125 10 0 19,0 11,3 60

250 10 0 1,0 1,4 141

500 10 0 0,0 0,0 -

1000 10 0 0,0 0,0 -




Tabulka 3. Ekotoxikologické parametry testu H;BO3 1.

H3BOs3 1

Parametr EC20 ECso NOEC LOEC
Hodnota (mg/kg) 73,1 130,4 125 250
Dolni konfiden¢ni limit 95 % | 31,5 95,7

Horni konfiden¢ni limit 95 % | 98,6 172,0

100 ~ h (=] a

. (L e

) I

) I/

) 7/

) ° I/
/

40 Q O/Z)
\ al
/
/

% Inhibice

s /.

ay

0 T T T — T
10 100 1000

Koncentrace [mg/kg]

Obrazek 1. Test H3BOs3_1: Kr¥ivka diavka-odpovéd’ modelovana pomoci linearni regrese
zaloZené na Weibullovu rozdéleni.

Ackoliv byla splnéna vSechna kritéria validity pro test H3BO3 1. Ekotoxikologické parametry
ukazaly vyssi citlivost Zizal nez v referencich a pocet juvenilli v kontrolni varianté se pohyboval
na hran¢ validity. Proto byl dale proveden test pro kontrolu vlivu pouzitého druhu raSeliny (bila
&i tmava) na reprodukei Zizal. Do bilé (BRS) i tmavé (TRS) byla aplikovana kyselina borita
v koncentraci 300 mg/kg suché ptidy, ob¢ varianty byly zastoupeny ve 4 opakovanich. Kontroly
pro oba druhy AP mély také 4 opakovani. Zizaly byly tentokrat 14 dni pied aklimatizaci v AP
premistény na novy chovny substrat, coz by meélo indukovat fertilitu zizal. Opét byla

vyhodnocena mortalita a pocet juvenili (Tabulka 4).
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Tabulka 4. Rozdily v mortalité a reprodukci Zizal na zakladé pouZzitého druhu raseliny.

Pocet dospélcii | Pocet juvenili Validita
Pramér |SD Primér |SD CV (%)
BRS_kontrola |10 0 170,8  [47,5 28 ANO
BRS_300 10 0 65,3 18,7 29
TRS kontrola |9.8 0,5 95,0 38,3 40 NE
TRS_300 9,5 1,0 17,3 12,7 74

Na zaklad¢ srovnani mortality a reprodukce zizal v bil¢ a tmavé raseliné byly nasledné testy
nadéle provadény s bilou (svétlou) raselinou. Na poctech juvenilli se pravdépodobné také

projevilo pfemisténi zizal na novy substrat pred vlastni aklimatizaci zizal v AP.

Po téchto optimalizacich byly zalozeny dalSi dva testy s kyselinou boritou. Referen¢ni latka
byla proto na artificidlni piidu aplikovdna v koncentra¢ni tadé 31,25; 62,5; 125; 250;
500 a 1000 mg/kg suché piudy (H3BOs_ 2). Na zdkladé vysledki testu H3BO3 2 byla pro test
H3BO3 3 zvolena robustné€jsi koncentracni fada (100; 200; 300; 400; 500; 800) mg/kg suché
pudy. Byla zaloZena 4 opakovani pro kazdou koncentraci a 8 kontrol. ZiZzaly do testu byly tyden
az dva pred aklimatizaci umistény na novy substrat. Vybrané Zizaly se dale tfi dny pied testem
aklimatizovaly v artificidlni pidé s pfidanym ovlhéenym granulovanym kravskym hnojem.
Byla vyhodnocena mortalita dospélych zizal po 28 dnech a pocet juvenilnich Zizal na konci
testu (H3BO3 2 — Tabulka 5, H3BO3;_ 3 — Tabulka 6). Ze ziskanych reproduk¢nich dat byly
pomoci programu ToxRat vyhodnoceny ekotoxikologické parametry NOEC, LOEC, ECax
a ECso (HsBO;_2 — Tabulka 7, H3BO;_3 — Tabulka 8). Reprodukéni data testu H;BO3; 2 méla
normalni rozdéleni a nehomogenni rozptyl, proto se pro stanoveni NOEC a LOEC pouzil
jednostranny Welchtv t-test s Bonferroniho-Holmovou korekei. Pro vypocet ECy byla pouzita
3-parametrické nelinerni regrese s kumulativni funkci zaloZena na normélnim rozlozeni (R? =
0,821) (Obrazek 2). Reprodukcni data testu H3BO3 3 méla normalni rozdéleni a homogenni
rozptyl. Pro stanoveni NOEC a LOEC se pouzil Williamstv test. Pro vypocet ECy se pouzila 3-
parametricka nelinearni regrese s kumulativni funkci zaloZen4 na logit rozlozeni (R? = 0,928)

(Obrazek 3).
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Tabulka 5. Mortalita dospélcii a pocet juvenili u testu s kyselinou boritou H;BOs3_2.

Koncentrace | Poc¢et dospélcii | Pocet juvenilu -
(mg/kg)  [Pramér |SD | Pramér |SD OV (%) | ¥ ANdita
0 10 0 231,6 40,3 17 ANO
31,25 10 0 212,5 44,6 21

62,5 10 0 2488 (88,4 36

125 10 0 241,3 73,6 31

250 10 0 193,3 44,5 17

500 10 0 16,8 11,0 66

1000 10 0 0,0 0,0 -

Tabulka 6. Mortalita dospélcii a pocet juvenili u testu s kyselinou boritou H;BO3_3.

Koncentrace | Pocet dospélcii | Pocet juvenilu Validita
(mg/kg) Primér |SD  |Pramér |SD CV (%)
0 10 0 77,8 14,0 18 ANO
100 10 0 85,5 6,0 7
200 10 0 88,8 14,5 16
300 10 0 60,0 8,1 14
400 10 0 27,0 8,4 31
500 10 0 10,0 2,9 29
800 10 0 0,0 0,0 -
Tabulka 7. Ekotoxikologické parametry testu HiBO3 2.
H3BO3 2
Parametr EC20 ECso NOEC LOEC
Hodnota (mg/kg) 258,0 3284 250 500
Dolni konfiden¢ni limit 95 % | 193,0 2264
Horni konfiden¢ni limit 95 % | 346,1 470,6
Tabulka 8. Ekotoxikologické parametry testu H;iBO3_ 3.
H3BOs3 3
Parametr EC20 ECso NOEC LOEC
Hodnota (mg/kg) 287,0 356,6 200 300
Dolni konfiden¢ni limit 95 % | 248,6 331,6
Horni konfidenc¢ni limit 95 % | 313,2 382,1
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Obrazek 3. Test H3BO3_3: Krivka davka-odpovéd’ modelovana pomoci 3-parametrické
nelinedrni regrese s kumulativni funkci zaloZené na logit rozdéleni.

I kdyz by se podle ISO 11268-2 (2012) méla ECso kyseliny borité pohybovat piiblizné
v rozmezi (400 — 600) mg/kg suché pudy pro Eisenia fetida i Eisenia andrei, tato norma také
uvadi hodnotu geometrického priméru ECso kyseliny borité z reSerSe literatury 420 mg/kg

such¢ pudy pro Eisenia andrei. Ziskané hodnoty ECso 328,4 mg/kg a 356,6 mg/kg suché pudy
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jsou tedy mirné nizsi, nez udava soucasna ISO norma. Nicméné skupina ISO TC 190/SC4/WG2
Fauna se touto problematikou zabyva, nebot’ z bézného uzivani této metody v praxi byly také
reportovany hodnoty ECso nizsi, nez uvadi ISO norma a bude se proto revidovat (Stanislav

Maly - osobni sdéleni ¢lena skupiny, 2021).

6 Zavér
Byla zavedena metoda pro testovani hnojiv a agrochemikalii pomoci chronického testu

reprodukce Zzizaly Eisenia andrei. Metoda rozsiti stavajici baterii ekotoxikologickych testa

pro hodnoceni hnojiv o zastupce zeméd¢€lsky relevantniho zastupce pudnich bezobratlych.
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1 Uvod

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity mikroskopickych vlaknitych hub. Jsou nejcastéji
obsazeny v obilovinach (pSenice, je¢men, zito, oves), ryzi, kukufici, olejnatych semenech
a potravinach obsahujicich tyto suroviny. Mykotoxiny zpusobuji nejen ekonomické ztraty
v zemédélstvi ale 1 problémy pfi technologickém zpracovani potravinatskych surovin. Navic
predstavuji vysoké zdravotni riziko pro populaci. V klimatickych podminkach mirného péasu
jsou nejrozsitenéjSi mykotoxiny produkované vldknitymi houbami rodu Fusarium, tzv.
fusariové mykotoxiny [1,2,3].

NejcCastéji se vyskytuji druhy F. graminearum, F. culmorum. Tyto patogeny jsou schopné
napadat jak vegetativni, tak i reprodukcni organy rostlin a zptisobuji jejich poskozeni a thyn.
U cerealii tyto plisn¢ poskozuji nejdiive klasy a nasledné i zrna.

Fusariové houby produkuji mykotoxiny, které jsou fazeny do nckolika skupin. Jedna se
o skupinu trichothecentl, fumonisint a zearalenon. Krom¢ volnych forem mykotoxint existuji
1 formy vazané, které vznikaji pii detoxikacnich procesech v napadenych rostlinach. Jedna se
pfedev§im o konjugaty se sacharidy. Tyto formy se oznacuji jako ,,maskované®, protoze
je zdtvodu zvySené polarity nebylo mozno béznymi analytickymi postupy detekovat [4].
Do dnesni doby byly identifikovany rostlinné metabolity DON, ZON a ochratoxinu A.
Rostliny se detoxikacnimi reakcemi pravdépodobné chrani pied toxickymi latkami z okolniho
prostiedi, dochdzi pii nich k transformacim (deepoxidace, deacetylace a isomerace)
a konjugacim. Béhem téchto reakci jsou volné mykotoxiny vdzany na polarnéjsi latky, napf.
na glukosu, sulfat ¢i glutathion a vzniklé konjugaty jsou nasledné uklddany do bunécnych

vakuol. Toxicita noveé vzniklého produktu se tim pro kontaminovanou rostlinu snizi ¢i Gplné
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eliminuje [1,4,5,6]. Zdravi konzumenta vSak mutize byt pii poziti rostlin s maskovanymi
mykotoxiny i nadale ohrozeno. V diisledku hydrolyzy, ktera probiha pfi trdveni v travicim
traktu, miize totiz dojit k uvolnéni pivodni toxické formy [5,7].

Maskované mykotoxiny je obtizné rutinné analyzovat, protoze jsou z divodu vyssi polarity
hife extrahovatelné béznymi extrakénimi rozpoustédly a pro kvantitativni analyzy nebyly
doneddvna komer¢né¢ dostupné jejich standardy [1,4].

Vyskyt maskovanych forem mykotoxinli by se mél preventivné sledovat v krmivech

a surovinach pro jejich vyrobu.

Tato prace se zabyva validaci metody pro stanoveni tfi maskovanych forem deoxynivalenolu
(Obrazek 1) v materidlech rostlinného piivodu. Metoda pro stanoveni deoxynivalenolu-3-
glukosidu (D3G), 3-acetyl-deoxynivalenolu (3ADON) a 15-acetyl-deoxynivalenolu
(15ADON) byla nasledn¢ pouzita k monitoringu téchto mykotoxinti v krmivech a surovinach

uréenych pro jejich vyrobu.

OH
15-acetyl-deoxynivalenol 3-acetyl-deoxynivalenol deoxynivalenol-3-glukosid

OH

Obrazek 1. Stanovované formy maskovanych mykotoxini.

2 Chemikalie

Methanol (Cistota LC-MS), kyselina mravenci (Cistota LC-MS) a mravencan amonny (pro MS)
od firmy Fluka. UltraCista voda byla pfipravena Milli-Q systémem (Millipore Corporation,
USA). Acetonitril (Cistota HPLC) od firmy Sigma Aldrich (Némecko). Standardy

deoxynivalenolu-3-glukosidu, 3-acetyl-deoxynivalenolu a 15-acetyl-deoxynivalenolu byly
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potfizeny od Sigma Aldrich (Némecko). Zasobni roztoky byly pfipraveny rozpusténim

standardil v acetonitrilu. Takto pfipravené zasobni roztoky byly uchovavany pii teploté —20 °C.

3 Pristroje a pomiicky

Ultrati¢inny kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem, ACQUITY UPLC-TQ
MS Xevo (Waters, USA), vybaveny UPLC kolonou, ACQUITY UPLC BEH CI18,
50 mm x 2,1 mm x 1,7 um (Waters, USA) a ptfedkolonou, ACQUITY BEH C18 VanGuard,
Smm x 2,1 mm x 1,7 um (Waters, USA). Analytické vahy, ultrazvukova lazen, horizontalni
ttepacka s rychlosti do 300 kmitl/min, centrifuga s rozsahem otacek nad 3000 ot/min,
centrifugacni zkumavky polypropylenové (PP) se Sroubovacim vickem o objemech 15 ml
a 50 ml, centrifuga¢ni zkumavka Eppendorf o objemu 1,5 ml, stfikackové filtry nylonové

o velikosti pord 0,2 pm (Labicom, Ceska republika), sklenéné vialky o objemu 2 ml.

4 Postup pripravy vzorku

Homogenni vzorek se navazi do centrifugacni zkumavky o objemu 50 ml. Ke vzorku se
nasledné piidalo 10 ml 0,1% HCOOH. Poté se do zkumavky piidalo 10 ml acetonitrilu.
Mykotoxiny se ze vzorku extrahovaly tiepanim na horizontdlni tfepacce 20 min
pfi 150 kmitech/min. Poté se pfidala pevna smés soli (MgSO4 a NaCl) a smés se intenzivné
trepala, aby doSlo krozruseni vzniklych hrudek. Vzorek se poté odstiedil 5 min
pii 5000 otaCkach/min. Vrchni acetonitrilova vrstva byla pievedena do 15ml polypropylenové
zkumavky. Zkumavka byla poté uchovavana 2 hod pti —20°C tak, aby doSlo k vytésnéni
lipidovych koextraktl vzorku. Takto vymrazeny extrakt se opét odstfedil 5 min pii 3900
otaCkach/min. Pfesn¢ 0,5 ml acetonitrilové vrstvy se pfevedlo do zkumavky Eppendorf, ktera
byla poté doplnéna vodou na celkovy objem 1 ml. Po promichani se roztok ptefiltroval

pies membranovy filtr a prevedl do vialky.
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5 UPLC-MS/MS stanoveni

Extrakty prevedené do 2ml vialky se analyzovaly metodou UPLC-MS/MS ve vhodné sekvenci

vzorkil a standardi. Kompletni nastaveni pfistroje a podminky méfeni jsou uvedeny v tabulce

cv v

kalibra¢niho bodu a zaroven stabilita retenéniho chovani v daném chromatografickém systému.

Selektivita analyzy byla zajiSténa vyuzitim MRM modu pii MS detekci.

Tabulka 1. Chromatografické podminky UPLC stanoveni.

UPLC - Acquity Waters

Kolona ACQUITY UPLC BEH C18 (50 mm x 2,1 mm x 1,7 pm)
Ptedkolona ACQUITY UPLC BEH C18 (5 mm x 2,1 mm x 1,7 um)
Nastrik 2,5 ul

Slaby promyvaci roztok

Deionizovana voda/methanol (90/10)

Silny promyvaci roztok

Methanol

Mobilni faze A

0,1% kyselina mravenci v deionizované vodé

Mobilni faze B

0,1% kyselina mraven¢i a ImM mraven¢an amonny v methanolu

Prutok mobilni faze

0,4 ml/min

Gradient mobilni faze

0 min (5 % B) — 0,2 min (5 % B) — 1,2 min (45 % B) — 4,5 min
(99,5 % B) — 8 min (99,5 % B) — 8,1 min (5 % B) — 10 (5 % B)

Tabulka 2. Podminky stanoveni pro Xevo TQ MS Waters.

RT Prekursor | CV (eV) | Produktovy ion | CE (eV) | Produktovy ion | CE (eV)
3ADON 1,15 339 20 203 20 231 15
15SADON | 1,15 339 20 321 15 261 15
D3G 0,88 476,2 20 230,8 25 248,6 25

elektrosprejem v pozitivnim modu

Teplota iontového zdroje — 150 °C, teplota susiciho plynu — 450 °C, prutok susiciho plynu — 700 1/h,

prutok ,,cone gas* — 15 I/h, prutok kolizniho plynu — 0,18 ml/min, napéti na kapilate — 3 kV, ionizace
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6 Vysledky a diskuse

Validace stanoveni maskovanych forem mykotoxinu

Metoda pro stanoveni maskovanych mykotoxint, zaloZzena na QUEChERS extrakci s naslednou
LC-MS analyzou, byla validovana ve vzorcich rostlinného piivodu (pSenice a seno). Blankové
matrice byly obohaceny na tfech koncentracnich hladinach (200 pg/kg, 500 pg/kg
a 1000 pg/kg). Obohaceni bylo provedeno v Sesti opakovanich pro kazdou matrici zvlast.
V ramci validace byla hodnocena citlivost, spravnost, opakovatelnost, selektivita a nejistota.
V obou testovanych materidlech byla splnéna vSechna validaéni kritéria podle
SANTE 11945/2015 [8]. Mezi stanovitelnosti (LOQ) byla nejnizsi validovana hladina a lze
ji tedy nazyvat jako tzv. reportovaci limit (RL). Linearni kalibra¢ni rozsah byl pro vSechny tii
analyty v rozpéti (500 — 5000) pg/kg a s korelaénim koeficientem vét§Sim nez 0,999. Vysledna
valida¢ni data jsou uvedena v tabulce 3.

Selektivita je schopnost metody selektivné zméfit validovanou vlastnost, tzn., Ze vliv
potencialnich interferentti je nevyznamny. V ptipadé¢ LC-MS analyz jsou pozorovany matricové
efekty (ME) v jejichz disledku je ovlivnén signél analytu pfitomnosti matrice (Tabulka 3).
V ramci validace byly ME sledovany v extraktech obou testovanych matric. Matri¢ni efekt byl
pocitan podle vztahu: ME = smérnice kalibracni kiivky v matrici/smérnice kalibra¢ni kiivky
v rozpoustédle x 100. Vzhledem k pfitomnosti ME v obou testovanych materidlech byla
kvantifikace obsahu mykotoxint provedena s vyuzitim matricové kalibrace.

Stanoveni opakovatelnosti vychazi z vicenasobného métfeni matrice obohacené standardem
mykotoxinu na riznych hladinach (Tabulka 3).

Spravnost metody (70 — 120) % pro stanoveni maskovanych mykotoxinli soucasné
s pozadavkem na maximalni rozsifenou nejistotu (< 50) podle SANTE 11945/2015 [8] byl
splnén v obou testovanych materialech az na hladiné 500 pg/kg. Tato hladina mtze byt tedy
LOQ, tj. RL metody.
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Tabulka 3. Valida¢ni parametry maskovanych forem mykotoxini.

Matrice Analyt  Koncentrace pg/kg  Spravnost (%) Opakovatelnost (%) LOQ ME RT

200 67* 2
D3G 500 90 6 500 72 0,88
1000 89 7
3 200 66* 60*
5 3ADON 500 79 15 500 100 1,15
= 1000 101 2
200 85 31*
15ADON 500 87 18 500 103 1,15
1000 101 3
200 39% 7
D3G 500 107 1 500 58 0,88
1000 88 9
. 200 66* 43%
5 3ADON 500 74 9 500 83 1,15
1000 98 3
200 98 55%
15ADON 500 71 5 500 101 1,15
1000 101 2

*... hodnoty nevyhovuji legislativnim pozadavkim

Pro identifikaci maskovanych mykotoxini ve vzorcich byla pouzita kritéria podle SANTE
11945/2015 [8], tj. retenéni cas (RT) a pomér sledovanych kvantifika¢nich a konfirmacnich
iontl. Povolend odchylka RT pro LC je + 2,5 %. Povoleny rozsah pomért sledovanych iontt
je zavisly na relativni intenzité sledovanych iontii. Pfitomnost sledované latky ve vzorku
je potvrzena, pokud pomér intenzity sledovanych iontl stanoveny ve vzorku odpovida poméru
stanoveného ve standardu.

Spravnost metody byla navic ovéfena ucasti v mezinarodni porovnévaci zkouSce organizované

EURL: Proficiency test for mycotoxins in oat meal. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.
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Tabulka 4. Ovéreni spravnosti metody pro stanoveni maskovanych mykotoxini.

Analyt Ptedlozend hodnota (ug/kg) Zmétena hodnota (ug/kg) z-score

_ *

D3G 1143 + 286 1087,1 0,20
1144 + 261 1015,82 -0,49 *

3ADON 613 £ 153 654,44 0,27

645+ 110 674,54 0,26
_ *

1SADON 161 +40 135,84 0,63
152 + 38 135,73 -0,43 *

* z-score nebylo mozno vyhodnotit statisticky z diitvodu nizkého poctu vysledkli z ostatnich
laboratofi. Hodnota je vypocitdna z pfedlozené hodnoty laboratofe, ktera potfadala tuto

mezilaboratorni porovnavaci zkousku.

Vysledky z ucasti v mezinarodni porovnavaci zkousce potvrdily schopnost, spravné stanovit

3ADON, 15ADON a D3G ve vzorcich rostlinného ptivodu.

7 Z.avér

V praci byla provedena validace stanoveni konjugovanych forem deoxynivalenolu ve vzorcich
rostlinného piavodu. Validované parametry splnovaly pozadavky uvedené v SANTE
11945/2015 [8]. Spravnost metody byla ovéfena ucasti v mezindrodni mezilaboratorni
porovnavaci zkouSce. Vyvinutd metoda je vhodna pro stanoveni D3G, 15SADON a 3ADON
v krmivech a surovinach pro jejich vyrobu. Metoda je navic snadnd, rychla, finan¢né usporna

a lze ji rozsifit o nové analyty.
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1 Uvod

MON 87701 je geneticky modifikovana sdja, ktera je odolna vici hmyzim Skidctim z fadu
Lepidoptera. Do genetické vybavy transgenni s6ji MON 87701 byl z kmene HD73 bakterie
Bacillus thuringiensis zaveden gen pro expresi proteinu CrylAc. Tento protein potom listim
soje poskytuje ochranu proti pozeru néckterymi Skldci (napt. Anticarcia gemmatalis,
Pseudoplusia includens, Epinotia aporema, Rachiplusia nu). Kontrolni organy véetné UKZUZ
musi systematicky kontrolovat ptitomnost s6ji MON 87701 v rostlinném materialu, krmivech
a krmnych smésich. Cilem prace bylo verifikovat validovanou metodu kvantitativniho
stanoveni transgenni s6ji MON 87701 pomoci kvantitativni polymerazové fetézové reakce
(qPCR) a zavést ji do laboratorni praxe Oddé¢leni mikrobiologie a biochemie (OdMB).

Verifikace kvantitativniho stanoveni v sob¢ zahrnuje 1 verifikaci kvalitativniho stanoveni.

2 Material a metody

Chemikalie
Rotor-Gene Probe PCR Kit (QIAGEN).
PCR voda.

Rotor-Gene Probe PCR Master Mix (dale Rotor-Gene Mix).
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Amplifika¢ni primery

Pro analyzy byly pouzity amplifikacni primery od firmy Generi-Biotech.
Forward primer pro vnitini (referencni) gen s6ji (gen Lel)

Lel F: 5°-CCA GCT TCG CCG CTT CCT TC-3".

Reverse primer pro vnitini (referencni) gen soji (gen Lel)

Lel R: 5’-GAA GGC AAG CCC ATC TGC AAG CC-3".

Forward primer pro transgen MON 87701

MON 87701 2: 5°-TGG TGA TAT GAA GAT ACA TGC TTA GCA T-3".
Reverse primer pro transgen MON 87701

MON 87701 1: 5’-CGT TTC CCG CCT TCA GTT TAA A-3".

Sondy

Pro analyzy byly pouzity hydrolyzaéni sondy TagMan se znaCenim FAM (6-
carboxyfluorescein) a BHQI1 (Black Hole Quencher 1) od firmy Elisabeth Pharmacon. Tyto
sondy jsou ¢teny v zeleném kanélu, ktery ma rozsah vlnovych délek (470-510) &+ 10 nm.
Sonda pro vnitini (referencni) gen soji (gen Lel)

Lel P: 5’-FAM-CTTCACCTTCTATGCCCCTGACAC-BHQI1-3".

Sonda pro transgen MON 87701

MON 87701: 5’-FAM-TCAGTGTTTGACACACACACTAAGCGTGCC-BHQ1-3".

Pouzité certifikované referenéni materialy (CRM)
Pro analyzy byly pouzity certifikované referen¢ni materidly (CRM) od AOCS (The American
Oil Chemists' Society) a od IRMM (Institute for Reference Material and Measurements).

MON 87701 — AOCS 0906-A

Interni oznaceni CRM 10/2018, obsahuje 0 % m/m geneticky modifikované s6ji MON 87701
(blank) od AOCS. CRM byl dodan ve form¢ sdjového Srotu, ze kterého byla vyextrahovana
DNA.

MON 87701 — AOCS 0809-A
Interni oznac¢eni CRM 6/2019, obsahuje 100 % m/m geneticky modifikované s6ji MON 87701

od AOCS. CRM byl dodéan ve formé so6jového Srotu, ze kterého byla vyextrahovana DNA.
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MON 810 — ERM®-BF413ak

Interni oznaceni CRM 3/2018, obsahuje 0 % m/m geneticky modifikované kukutice MON 810
(blank) od IRMM. CRM byl dodén ve formé kukuti¢ného srotu, ze kterého byla vyextrahovana
DNA.

Pristroje a pomiicky
Termocykler Rotor-Gene Q 5Splex (Qiagen).
Plastové zkumavky o objemu 0,5 ml s vyraznym snizenim vaznosti povrchu se vzorkem (DNA

LoBind Tube 0.5 mL, Eppendorf).

3 Pracovni postup

Popis metody kvantitativniho a kvalitativniho stanoveni geneticky modifikované soji

MON 87701

Metoda je pIn& v souladu s jednotnymi pracovnimi postupy UKZUZ ¢&.

10264.1 Kvantitativni stanoveni genetickych modifikaci metodou qPCR pomoci Rotor-Gene
Probe PCR kitu;

10265.1 Vyhodnoceni kvantitativniho stanoveni genetickych modifikaci metodou qPCR);
10262.1 Kvalitativni stanoveni screeningovych elementl a genetickych modifikaci metodou
qPCR pomoci Rotor-Gene Probe PCR kitu;

10263.1 Vyhodnoceni kvalitativniho stanoveni screeningovych elementi a genetickych
modifikaci metodou qPCR

a vychazi z validované metodiky JRC pro kvantitativni stanoveni transgenu MON 87701
(Charels et al., 2011).

DNA byla z CRM izolovana extrakénim kitem NucleoSpin® Food (vyrobce Macherey — Nagel)
postupem ¢€.10252.1.

Kalibra¢ni fadu pro kvantitativni stanoveni sdjového transgenu MON 87701 tvoii pét bodu.
Prvni bod kalibra¢ni kiivky S1 o obsahu GM 9 % m/m ma stejnou koncentraci DNA jako
vzorky a kontroly pouzité do PCR (20 ng/ul, 100 ng/reakce). Dalsi body kalibra¢ni fady S2 —
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S5 se ptipravi postupnym fedénim vodou dle tabulky 1. Objem roztoku jednotlivych fedéni
pro kalibracni fadu je zavisly na poctu pozadovanych amplifikac¢nich kiivek pro analyzu.
Jednotlivé body kalibraéni kiivky je nutné fedit do plastovych zkumavek s vyraznym sniZzenim

vaznosti povrchu se vzorkem.

Tabulka 1. Body kalibra¢ni kFivky (S1 — S5) pro kvantitativni stanoveni transgenu MON
87701.

S1 S2 S3 S4 S5
Pomér redéni 4 4 3 3
ng DNA s VG/reakce | 100 25 6,25 2,083 0,694
ng DNA s GM/reakce |9 2,25 0,5625 0,1875 0,0625
ng DNA/ul 20,00 5,00 1,25 0,4167 0,1389

GM — genetickd modifikace MON 87701; VG — vnitini sdjovy gen Le!

Sekvence jednotlivych amplifikanich primert, sond, programy a koncentrace PCR smési
vychézeji z validované metodiky JRC pro kvantitativni stanoveni transgenu MON 87701
(Charels et al., 2011):

Vnitini gen soéje (gen Lel)

Primery: Lel F, Lel R

Sonda: Lel P

Délka amplikonu: 74 bp

Transgen MON 87701

Primery: MON 87701 2 (F), MON 87701 1 (R)

Sonda: MON 87701 P

Délka amplikonu: 89 bp

Amplifikacni program je shodny pro vnitini gen sdji 1 genetickou modifikaci MON 87701
(tabulka 2) a oba dva geny tedy mohou byt analyzovany soucasné béhem jednoho béhu PCR.
Tabulky 3 a 4 popisuji slozeni reakénich smési PCR pro transgen MON 87701, respektive pro
sojovy vnitini gen Lel. Jako negativni kontrola pti PCR pro Lel byl pouzit izolat DNA z CRM
3/2018.
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Tabulka 2. Amplifika¢ni program pro gen Lel i transgen MON 87701.

Akvizice dat
Teplota . Pocet
Faze Cas (s) fluorescence
©0) cykli
(zeleny kanal)
Pocatecni denaturace 95 600 ne 1
Denaturace 95 15 ne
45
Annealing a elongace 60 60 ano
Tabulka 3. SloZeni reak¢ni smési PCR pro transgen MON 87701.
Slozka Koncentrace Finalni Objem (ul/reakce)
roztoku koncentrace
PCR voda 5,6875
Rotor-Gene Mix 2 X 1 x 12,5
Primer F 20 uM 0,6 uyM 0,75
(MON 87701 2)
Primer R 20 uM 0,6 uM 0,75
(MON 87701 1)
Sonda 20 uM 0,25 uM 0,3125
(MON 87701)
Templatova DNA 20 ng/ul 5
Objem smési v¢. 25
templatu
Tabulka 4. SloZeni reak¢éni smési PCR pro séjovy vnitini gen Lel.
Slozka Koncentrace Finalni Objem (ul/reakce)
roztoki koncentrace
PCR voda 7,0625
Rotor-Gene Mix 2 X 1 x 12,5
Primer F (Lel F) 20 uM 0,15 uM 0,1875
Primer R (Lel R) 20 uM 0,15 uM 0,1875
Sonda (Lel P) 20 uM 0,05 uM 0,0625
Templatova DNA 20 ng/ul 5
Objem smési Vv¢. 25
templatu
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Verifikace metody
Verifikace metody prob¢hla podle verifikaéni metodiky pro implementaci validovanych metod
testovani GMO (Hougs et al., 2017).
Pti verifikaci se stanovovaly nésledujici validaéni parametry (upfesnéni metody jejich vypoctu
a minimalni akceptovatelné hodnoty jsou uvedeny v piislusné validacni zprave):

- Dynamicky rozsah

- Koeficient determinace R? kalibraéni kiivky

- Amplifika¢ni u€innost

- Mez detekce (LOD)

- Mez stanovitelnosti (LOQ)

- Spravnost

- Opakovatelnost

- Relativni rozsifena nejistota.
Pti verifikaci kvalitativni analyzy se stanovuje pouze LOD.
Pro ucely ptipravy kalibra¢ni kiivky, stanoveni dynamického rozsahu metody, koeficientu
determinace R? kalibraéni kfivky, amplifika¢ni u¢innosti, meze detekce, meze stanovitelnosti,
spravnosti, opakovatelnosti a rozsifené relativni nejistoty byla DNA izolovana z CRM 10/2018
(obsahujici 0 % m/m geneticky modifikované s6ji MON 87701 — blank) a z CRM 6/2019
(obsahujici 100 % m/m geneticky modifikované sdji MON 87701), a to v 16, respektive
v 6 opakovanich.
Koncentrace DNA ve vSech izolatech byla stanovena dle JPP ¢. 10252.1.
Po provedeni testu inhibice (viz nize) byly jednotlivé izolaty (16) DNA z CRM 10/2018 (tj. 0 %
GM m/m) smichany. Vysledna smés pak slouzila k fedéni izolath DNA z CRM 6/2019
(. 100 % GM m/m) na jiné hodnoty obsahu GM (viz niZe). CRM s jinymi hodnotami obsahu
GM nez 0 a 100 % GM m/m totiZ nejsou v piipadé MON 87701 komercné dostupné a je nutné
si je ptipravit. V ptipadé CRM 6/2019 (100 % GM m/m) byly prvni dva izolaty DNA
ponechany bez smichéani (byly pouzity pro ucely stanoveni meze detekce, meze stanovitelnosti,
spravnosti, opakovatelnosti a rozsifené relativni nejistoty) a dalsi Ctyfi izolaty byly smichany
(tato smés byla dale fedéna s DNA izolovanou z CRM 10/2018 a poté byla pouzita pro pfipravu
kalibra¢ni kiivky).
Izolaty DNA byly otestovany na pfitomnost inhibitort PCR dle verifikacni metodiky

pro implementaci validovanych metod testovani GMO (Hougs et al., 2017). Kazdy izolat DNA
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byl postupné nafedén na koncentraci 20 ng/ul a dale 4 x na 5 ng/ul a obé dvé fedéni byla
podrobena kvantitativnimu stanoveni vnitiniho s6jového genu Lel. Poté se vypocital rozdil
mezi stanovenymi hodnotami Ct (pocet cykll, pfi kterém fluorescence vytvorena amplifikaci
cilové DNA piekro¢i prahovou hodnotu) u jednotlivych fedénich (ACt) a ten se porovnal
s teoretickou hodnotou ACt (v tomto ptipad¢ = 2). Absolutni hodnota rozdilu mezi stanovenou
a teoretickou hodnotou ACt musi byt < 0,5. VSechny izolaty DNA prosly timto testem tispés$né,
ucinek inhibitord PCR u nich nebyl prokazan.

Mez detekce, mez stanovitelnosti, spravnost, opakovatelnost a rozsifena relativni nejistota byly
stanovovany s vyuzitim tfi hladin obsahu genetické modifikace (GM) MON 87701, ato 1 %
GM m/m; 0,1 % GM m/m a 0,04 % GM m/m.

Protoze CRM s témito hladinami obsahu MON 87701 nejsou komeréné dostupné, byly
pfipraveny postupnym fedénim izolatih DNA ziskanych z CRM se 100 % GM (CRM 6/2019)
pomoci izolatu DNA ziskaného z CRM s 0 % GM (CRM 10/2018). Postup tohoto fedéni
je detailné popsan ve verifikaéni metodice pro implementaci validovanych metod testovani
GMO (Hougs et al., 2017). Obdobnym zptsobem jsme si také ptipravili DNA s 9 % GM m/m.
Tato DNA byla vyuzita pii ptipraveé kalibracni kiivky.

Kazda hladina s rGznym obsahem GM byla zastoupena dvéma izolaty DNA (nezavisla
opakovani), kazdy izolat byl béhem jednoho béhu PCR dale analyzovan ve dvou laboratornich
opakovanich a celd analyza prob¢hla 4 x (tj. 4 béhy PCR za podminek opakovatelnosti). Takto
bylo ziskdno 16 dil¢ich vysledki a 8 odhadi obsahu GM pro jednu hladinu GM. Schéma

praktického usporadani verifikace ukazuje obrazek 1.
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Obr. 1. Schéma praktického usporadani verifikace.

4 Vysledky a diskuze

Pti zavadéni a verifikaci metody pro kvantitativni i kvalitativni stanoveni transgenni s6ji MON
87701 pomoci qPCR na pracovisti OdMB se nevyskytly zadné potiZze bylo mozné v plné mife
pracovat podle validované metodiky pro kvantifikaci tohoto transgenu (Charels et al., 2013).
Pouze pted samotnou verifikaci bylo nutné optimalizovat nastaveni gainu (zesileni signalu
z detektoru) pii spusténi softwaru, ktery ovlada analyzu qPCR na termocycleru Rotor-Gene Q
(2.3.1). Gain byl optimalizovan a nastaven na hodnotu 5. Ptiklad kalibra¢ni kiivky
s koeficientem determinace R? a amplifika¢ni u¢innosti je uveden na obrazku 2. Obrazek 3
ukazuje amplifikacni kiivky jednotlivych kalibra¢nich bodu.

V tabulce 5 jsou uvedeny ziskané validacni parametry pro kvantitativni i kvalitativni stanoveni

transgenni s6ji MON 87701. Spravnost metody splnila akceptacni limity u dvou z testovanych
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hladin: 1 20,1 % GM m/m (hladina 0,04 % je jiZ mimo dynamicky rozsah). Laboratof prokéazala
schopnost vérohodn¢ kvantifikovat vzorek na hladin€ 0,1 % GM m/m, ktera tak odpovida mezi
stanovitelnosti. Stanovenim meze detekce bylo zjisténo, Ze 1ze detekovat obsah transgenu MON
87701 na hladiné 0,04 % GM m/m, protoze vSech 16 opakovani s touto hladinou bylo
pozitivnich na detekci MON 87701 (pfiklad uveden na obrazku 4). Limity pro minimalné

akceptovatelnou vykonnost metody byly dosazeny.

{_ Cycling A.Green (MON87701):
32,57 R=0,99873
32 RA2=0,99746
31,54 M=-3,278
31 e B=28,763
305 1 Efficiency=1,02
) - N
30- \\
29,5
- E )
O 291 L
28,57 RN
284
27,57 \i\
27
26,5
26
25,5 1, . ' ' , . ' , . . , . \!-
-1 Ad® 1 10”°
Concentration

Obr. 2. Kalibracni krivka (zavislost hodnoty Ct na koncentraci DNA) pro transgen MON
87701 s koeficientem determinace R? 0,997 a s amplifika¢ni a¢innosti (E) 102 %.
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Obr. 3. Amplifika¢ni kiivky (zavislost fluorescence na poétu cykli PCR) jednotlivych
kalibracnich bodu (S1 — S5) pfi kvantifikaci transgenu MON 87701.

Tabulka S. Ziskané valida¢ni parametry pro kvantitativni stanoveni transgenni s6ji MON
87701.

Hladina GM 1 |Hladina GM 2 |Hladina GM 3
1% 0,1 % 0,04 %
MON 87701 MON 87701 MON 87701
Spravnost (definovana odchylkou 2,1% -13,8 % -25,0 %
— bias, tj. relativnim rozdilem mezi
primérem z vysledku a referencni
hodnotou)
Opakovatelnost (definovana 15,1 % 13,8 % 30,0 %
RSD;, tj. relativni smérodatnou
odchylkou za podminek
opakovatelnosti)
RozSifena relativni nejistota 30,2 % 27,6 % 60,0 %
Dynamicky rozsah 0,0625 % GM -9 % GM
Koeficient determinace R2 0,993 pro MON 87701
kalibra¢ni kfivky 0,999 pro referencni s6jovy gen Lel
Amplifika¢ni G¢innost 100,7 % pro MON 87701
98,1 % pro referencni s6jovy gen Lel
Mez detekce 0,04 % GM
Mez stanovitelnosti 0,1 % GM
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Obr. 4. Amplifika¢ni krivky (zavislost fluorescence na poc¢tu cykla PCR) pfi stanoveni
meze detekce (LOD) u transgenu MON 87701. Bt — beztemplatova kontrola, Env —
kontrola Cistoty prostiedi pri pripravé PCR, N — negativni kontrola.

5 Z.avér

Verifikace potvrdila vhodnost pouziti metody pro dany ucel a odpovida zamyslenému pouziti.
Zjisténé validacni parametry prokazaly zpisobilost metody k pouzivani v NRL a jeji zahrnuti
do rozsahu akreditace. Metoda kvantitativniho 1 kvalitativniho stanoveni transgenni s4ji MON
87701 pomoci qPCR se zatadi do postupti zkouSeni pfitomnosti genetickych modifikaci u

vzorkil krmiv, krmnych smési a osiv.
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JPP ¢. 10252.1. Izolace DNA pro stanoveni GMO metodou PCR (kit Nucleospin Food).

UKZUZ, Jednotné pracovni postupy — zkouseni krmiv.

. JPP ¢. 10262.1. Kvalitativni stanoveni screeningovych elementt a genetickych modifikaci
metodou qPCR pomoci Rotor-Gene Probe PCR kitu. UKZUZ, Jednotné pracovni postupy

— zkouSeni krmiv.

JPP ¢. 10263.1. Vyhodnoceni kvalitativniho stanoveni screeningovych elementi

a genetickych modifikaci metodou gPCR pomoci Rotor-Gene Probe PCR kitu. UKZUZ,

Jednotné pracovni postupy — zkouseni krmiv.

. JPP €. 10264.1. Kvantitativni stanoveni genetickych modifikaci metodou qPCR pomoci
Rotor-Gene Probe PCR kitu. UKZUZ, Jednotné pracovni postupy — zkouseni krmiv.

JPP ¢. 10265.1. Vyhodnoceni kvantitativniho stanoveni genetickych modifikaci metodou

qPCR. UKZUZ, Jednotné pracovni postupy — zkouseni krmiv.
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Stanoveni suSiny v kapalnych biostimulantech —

orientaéni urceni meze stanovitelnosti

Vaclay Postulka

Ustiedni kontrolni a zkugebni Gstav zemédélsky
ONRL Opava, Jaselska 552/16, 746 01 Opava

vaclav.postulka@ukzuz.cz

1 Uvod

Cilem prace byl pfedbézny odhad meze stanovitelnosti obsahu suSiny pro dva odlisSné postupy
stanoveni suSiny. Z novelizace Natizeni 2019/1009 ze dne 5. Cervna 2019, kterym se stanovi
pravidla pro dodavani hnojivych vyrobkli EU na trh a kterym se méni nafizeni (ES) ¢.
1069/2009 a (ES) ¢. 1107/2009 a zruSuje nafizeni (ES) €. 2003/2003 vyplyva pozadavek
vztahovani vSech analytickych vysledkl stanoveni na obsah suSiny, a proto bylo tfeba ovéfit
mez stanovitelnosti tohoto stanoveni.

Z vyse uvedenych divodi byl i vramci CEN TC 455 WG4 doplnén pozadavek

pro standardizaci o stanoveni obsahu suSiny.

Susina je neodparitelny zbytek latky, ktery zbude po zahtivani a odpafovani pfi maximalni
teploté do 105 °C az do dosazeni konstantni hmotnosti; tedy do stavu, kdy se vSechny

odpafitelné latky beze zbytku odpaii a zddné dalsi se jiz dale neodpatuji.

V praxi jde o stanoveni piesného procentualniho podilu latek z pivodni hmotnosti, které se
pii uvedené teploté neodpaiuji. Komplementarnim doplitkem obsahu suSiny je obsah vlhkosti,
coz je procentudlni vyjadieni obsahu latek, které se odparuji pfi teploté nizsi nez 105 °C. SuSina
tedy predstavuje procentualné kvantifikovany zbytek hmotnosti po odpafovéni, vlhkost pak

procentualné vyjadieny ubytek hmotnosti po odpafovani.

35



Soucet obou komplementarnich procentualnich podila (obsah suSiny + obsah vlhkosti) je vzdy
100 % ptivodni hmotnosti. Piikladem latky se 100 % vlhkosti a 0 % suSiny je destilovana voda
— vSechna materie se pfi odpatovani destilované vody beze zbytku odpati do ovzdusi — 100 %
hmotnosti destilované vody se zméni ve vodni paru a nezlstane po ni vibec zadny

neodpaftitelny zbytek, tedy 0 % suSiny.

2 Material a metody

Experiment byl proveden pro dvé riizné metody stanoveni suSiny. V prvni metodé (metoda A)
byly roztoky suSeny vzdy naptimo, kdezto v druhé metod¢ (metoda B) byl do vazenky predem
pridan motsky pisek, ke kterému byl navic ptfidan vzorek. Pro kazdou koncentra¢ni hladinu

bylo méteni provedeno desetkrat. K statistickému vyhodnoceni se pouzil SW EffiValidation.

3 Chemikalie

Chlorid sodny, NaCl, p.a., Lachema s.p., ¢.8. 1096, obsah min.: 99,9 %.
Moftsky pisek, Lachema s.p. ¢.8. 1076, obsah min.: Cisty.

4 Pracovni postup

Bylo navéazeno ptesné (s piesnosti na 4 platné Cislice) pozadované mnozstvi chloridu sodného

a pfipravena fada roztoki o téchto koncentracich:

Tabulka 1. Koncentrace vychozich roztoku.

No. 1 2 3 4 5 6 7
g NaCl/100 ml 0,0 0,1 0,5 1,0 2,0 5,0 10

Oproti pivodnimu navrhu experimentu byly pfidany do fady navic dvé niz$i koncentracni
hladiny (0,1 a 0,5 g NaCl/100 ml).

Kazda navazka byla kvantitativné pievedena do 100ml odmérné banky a peclivé promichéna,
dokud nedoslo k aplnému rozpusténi NaCl.

Stejny postup piipravy roztoki byl aplikovan i pro druhou metodu stanoveni suSiny.
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Metoda A

Do ptfedem vysuSenych a v exsikatoru vychladlych a zvazenych vysousecek bylo pipetovano
z kazdého roztoku 10 ml. Vysousecky byly po pipetazi ihned uzavieny a zvazeny. Poté byly
oteviené¢ umistény do suSarny a suseny pii 105 °C do konstantni hmotnosti. Po vychladnuti
v exsikatoru byly opét zvazeny. Hodnoty byly pomoci SW vah exportovany pfimo do MS excel
a pro kazdy vzorek byl vypocten obsah suSiny a vlhkosti. Pro kazdou koncentra¢ni hladinu
bylo provedeno deset méteni. Pouzita byla pieta jednokandlova 10ml a laboratorni vahy Kern

770. Vazeni bylo provedeno na 4 desetinna mista.

Metoda B

Do kazdé z vysousecek bylo pfidano pfiblizn¢ 10 g moiského pisku. Nasledné byly vysouSecky
piesuseny pii 105 °C po dobu piiblizn¢ 4 hodin do konstantni hmotnosti. Takto pfipravené
vysousecky byly po vychladnuti v exikdtoru zvézeny. Do piipravenych a zvazenych
vysousecek bylo pipetovano z kazdého roztoku 10 ml, vysouSecky byly ihned uzavieny,
zvazeny a poté oteviené umistény do susarny. Suseni probihalo nadvakrat. Po 5 hodinach suseni
pii 105 °C nedoslo k tplnému vysuseni nékterych vzorka, proto byly dosuSeny nasledujici den
dalsi 4 hodiny pii 105 °C. VysuSené vzorky byly po vychladnuti v exikdtoru zvazeny

na 4 desetinna mista. Pro kazdou koncentrac¢ni hladinu bylo stanoveni provedeno destekrat.

5 Diskuse a vysledky

Po vyvazeni vzorkii byla spocitan obsah suSiny a vlhkosti pro jednotlivé vzorky v MS Excel.
Tyto hodnoty byly pouzity jako vstup pro kalkulaci jednotlivych mezi v programu
EffiValidation. K hodnoceni mezi byla pouzita metoda Meze - 3s - Kazdy vzorek korigovan
na slepy pokus, a kazdd koncentracni hladina byla hodnocena zvlast. Nize jsou uvedeny

souhrnné tabulky pro jednotlivé metody.

37



Tabulka 2. Souhrn mezi pro jednotlivé koncentrac¢ni hladiny - metoda A.

Koncentrace (g Méieni na mezi Méieni na mezi
NaCl/100 ml) detekce stanovitelnosti
0,0 0,0403 0,1344
<« 01 0,0467 0,1555
g 0,5 0,0242 0,0807
© 1,0 0,0271 0,0905
220 0,0415 0,1382
= 50 0,0853 0,2844
10,0 0,1023 0,3410
Prumér 0,0525 0,1750
Sd 0,0297 0,0991

Tabulka 3. Souhrn mezi pro jednotlivé koncentra¢ni hladiny - metoda B

Koncentrace (g Méreni na mezi Méieni na mezi
NaCl/100 ml) detekce stanovitelnosti
0,0 0,0410 0,1368
m 01 0,0302 0,1007
g 0,5 0,0303 0,1009
© 1,0 0,0183 0,0609
2 20 0,0130 0,0433
= 50 0,0148 0,0493
10,0 0,0246 0,0821
Prumér 0,0246 0,0820
Sd 0,0100 0,0335

Nejnizsi vypoctend mez stavitelnosti je 0,0433 pro metodu B (koncentrace 2,0 g NaCl/100 ml).
Nejvyssi mez stanovitlnosti je pak 0,3410 u metody A (koncentrace 10,0 g NaCl/100 ml).
Primérna mez stanovitelnosti pro metodu B je piiblizné o polovinu niz§i nez mez

stanovitelsnosti u metody A.
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6 Zavér

Podafilo se ovéfit orientacni meze stanovitelnosti pro jednotlivé koncentracni hladiny
pii vyuziti dvou raznych postupti pii standartnich podminkach stanoveni suSiny, 105 °C,
do konstantni hmotnosti.

Z experimentu vyplyva, Ze pfi pouziti postupu z metody B (stanoveni suSiny na moi'ském pisku)
je mez stanovitelnosti polovi¢ni oproti metodé A (stanoveni susiny pifimo).

Vystupy z tohoto orientacniho stanoveni mohou slouzit jako podklad pro urceni piiblizné meze
stanovitelnosti obsahu suSiny u biostimulanti. Nicméné Ize ptedpokladat, Ze samotné

biostimulanty se budou chovat od modelovych roztokt odlisné.

39



Bulletin Narodni referen¢ni laboratoie XXV, 2021/1

Roc¢nik: XXV, ¢. 1

Vydal: Ustiedni kontrolni a zkugebni Gstav zemé&délsky v roce 2021
Odpovédny redaktor: Ing. Iva Strizova

Pocet stran: 39

Texty neprosly jazykovou tpravou.

ISSN 1801-9196



	Bulletin 2021
	Brno 2021

	Obsah
	Za obsah příspěvků odpovídají autoři.
	Stanovení účinků hnojiv a agrochemikálií                          na reprodukci žížaly Eisenia andrei

	Testovaný organismus a krmení
	Stanovení maskovaných mykotoxinů v krmivech

	Validace stanovení maskovaných forem mykotoxinů
	Zavedení kvantitativního stanovení geneticky modifikované sóji MON 87701 pomocí qPCR
	Popis metody kvantitativního a kvalitativního stanovení geneticky modifikované sóji MON 87701
	Verifikace metody
	Stanovení sušiny v kapalných biostimulantech – orientační určení meze stanovitelnosti

	Po vyvážení vzorků byla spočítán obsah sušiny a vlhkosti pro jednotlivé vzorky v MS Excel. Tyto hodnoty byly použity jako vstup pro kalkulaci jednotlivých mezí v programu EffiValidation. K hodnocení mezí byla použita metoda Meze - 3s - Každý vzorek ko...
	Nejnižší vypočtená mez stavitelnosti je 0,0433 pro metodu B (koncentrace 2,0 g NaCl/100 ml). Nejvyšší mez stanovitlnosti je pak 0,3410 u metody A (koncentrace 10,0 g NaCl/100 ml). Průměrná mez stanovitelnosti pro metodu B je přibližně o polovinu nižší...
	Podařilo se ověřit orientační meze stanovitelnosti pro jednotlivé koncentrační hladiny při využití dvou různých postupů při standartních podmínkách stanovení sušiny, 105  C, do konstantní hmotnosti.
	Z experimentu vyplývá, že při použití postupu z metody B (stanovení sušiny na mořském písku) je mez stanovitelnosti poloviční oproti metodě A (stanovení sušiny přímo).
	Výstupy z tohoto orientačního stanovení mohou sloužit jako podklad pro určení přibližné meze stanovitelnosti obsahu sušiny u biostimulantů. Nicméně lze předpokládat, že samotné biostimulanty se budou chovat od modelových roztoků odlišně.



