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Terminologicka poznamka:

» Ekotoxikologické biotesty vyuzivajici producenty
(fotoautotrofni organismy) lze oznacit take jako
testy fytotoxicity.

 fytotoxiny jsou toxiny produkované rostlinami
(alkaloidy, glykosidy, antibiotika atd.). Tato
terminologie je¢ mezinarodn¢ ustalena, takze
stejn€ jsou chapany mykotoxiny (toxiny
produkovane plisnémi a houbami), cyanotoxiny
(toxiny produkovan¢ sinicemi) apod.



Prehled zakladnich typu organismi pouzivanych
pro ekotoxikologické biotesty s producenty

e Sinice (fotosyntetizujici gramnegativni
eubakterie) kolonialni (Microcystis), vlaknité
(Anabaena, Nostoc) a pikocyanobakteria jednobunécné
(Synechocystis). Dusik fixujici sinice jsou velmi citlivé
na toxické latky a inhibice nitrogenazy patri mezi
vhodné endpointy.



Prehled zakladnich typu organismi pouzivanych
pro ekotoxikologické biotesty s producenty

Rasy — jednobuné&éné, cenobialni, vlaknité,
sladkovodni, morské
« Rasové testy trofie a toxicity

 Krom¢ klasickych biotestu s jednou rasou, jsou
pouzivany tzv. Multispecies algal asays (paralelni
kultivace zastupcu zelenych ras, sinic a rozsivek
dle podminek zkoumane¢ lokality

« fyziologicke testy (hodnoceni fotosynteticke
aktivity, enzymaticke aktivity,

 Kompetice a reprodukce prirodnich populaci
fytoplanktonu a fytobentosu.



Prehled zakladnich typu organismi pouzivanych
pro ekotoxikologické biotesty s producenty

e Mechy a liSejniky -

* bioindikac¢ni postupy s prirozenymi spolecenstvy
liSejniku, nebo s tzv. transplantovanymi druhy, u
kterych zname stafi a histortii.

e V pripadé mechu nejsou propracovany
metodiky ekotoxikologického hodnoceni tak
podrobné jako v pripadé¢ liSejniku, ale napt. vodni
mech Fontinalis je vyuzivan jako producent
s vysokym potencidlem pro bioakumulaci kovii.



Prehled zakladnich typu organismi pouzivanych
pro ekotoxikologické biotesty s producenty

e Okrehek a submerzni vegetace-

« OECD 221 Lemna sp. Growth Inhibition Test
(Draft New Guideline, ). V nékterych laboratotich
je také pouzivana Spirodela polyrhyza, ale dle
naSich zkuSenosti je Lemna minor citlivéjsi, nez
Spirodela. Dale je vyuzivana Elodea canadensis
a Myriophyllum sp. Jejich nevyhodou je
sezonnost pouziti, ktera je omezena na kvéten az
fijen, v zimnim obdobi neposkytuji pouzitelné
vysledky.



Prehled zakladnich typu organismi pouzivanych
pro ekotoxikologické biotesty s producenty

* Testy s cévnatymi rostlinami — jsou
typickymi testy pro hodnoceni terestrickych
ckosystému (orna puda, lesni pudy,
hodnoceni kompostu, tuhych odpadu,
pesticidu apod.).



Testy toxicity s cevnatymi
rostlinami 1

Testy s bylinami (nejCastéji jednolete,
do 30 dnu po vykli¢eni), nebo drevinami
(lesni kultury, aktivita mykorhyzy,
geneticke zmény schopnosti syntetizovat
kutikulu — obrana pred imisemi,
genotoxicke efekty)



Testy toxicity s cevnatymi
rostlinami 2

Testy s plevelnymi druhy zde
rozliSujeme tzv target species — tedy ty,
které¢ maji byt napt. herbicidy omezeny
(oves hluchy, metlice chundelka, svlaCec
rolni, pyr plazivy apod.) a tzv. non-target
species, které maji byt neposkozeny ,
versus testy s Kulturnimi plodinami
(kukurice, pSenice, cukrova fepa, ovocne
sady, vinice apod.



Testy toxicity s cévnatymi
rostlinami 3

Testy cilen¢ na jednodélozné ( napr.

traviny) a dvoudélozné — ( fepa, konopi,

sady, listnaté lesy) — toto kriterium je
dulezité napt. pi1 vyvoji herbicidu.



Testy toxicity s cevnatymi
rostlinami 4

Dle zdroje matecného testovaciho
organismu délime testy s cévnatymi
rostlinami na testy vyuzivajici semena
(nejCastési zpusob), dale vyuzivajici
cibule a hlizy (napt. ASTM test s Alium
cepa) a metody vyuzivajici vegetativné
mnoZeny mate¢ny material (Lemna,
Elodea).



Testy toxicity s cevnatymi
rostlinami 3

Dle zpusobu experimentalniho usporadani
délime na testy vyuzivajici extrakt na
filtraCnim papiru v petritho misce (neymeéné
prirozeny, ale asto pouzivany zpusob),
dale primy kontakt sedimentu, odpadu,
nebo zeminy s kli€ici rostlinou v petriho
misce €1 kvétinaci v prvnich 2-6 tydnech po
vykliCeni, a konecn¢ nadobové pokusy
postihujici cely zivotni cyklus rostliny



Zpusoby vvyhodnocovani pouzivanych pro EB s
producenty 1

* Rasy a sinice hodnotime vétSinou pomoci
zmény poctu bunék v Case experimntu ve
srovnani s kontrolou.

 Alternace:

— koncentrace pigmentu (napt. chlorofylu a),

— fyziologické aktivity (pfimu Zivin) a
metabolické aktivity (fotosyntetickeé aktivity,
enzymaticke aktivity )



Zpusoby vvyhodnocovani pouzivanych pro EB s
producenty 2

* LiSejniky hodnotime dle:
— struktury prirozenych spoleCenstev Bl

— metabolické aktivity pfirodnich a
exponovanych (transplantovanych) druht EB

— dle morfologickych — fytopatologickych zmén
na stélce Bl

— dle bioindikac¢nich hodnot (citlivych a
toxitolerantnich taxonu) BI.



Zpusoby vvyhodnocovani pouzivanych pro EB s
producenty 3

 Okrehek a submerzni vegetace-

— pocet novych listku,

— hmotnost,

— defekty tvorby chlorofylu, nepfirozené tvary a
celou Skalu biochemickych parameru (esterazy,
dehydrogenazy, SOD, glutation, RUBISCO, az
po metody vyuzivajici zobrazovani a kinetiku
fluorescence chlorofylu pomoci CCD- FLIA



Zpusoby vvyhodnocovani pouzivanych pro EB s

producenty 4 — cévnate rostliny

mérenim délky kotene, hypokotyle, poptipadé nadzemni
casti rostliny a plochy listi. — béZné¢, ale ne nejcitlivesi.
hmotnost ziva/ suSina nadzemni biomasy, kofene a jeji
susinu,

defekty chlorofylu, nekrozy a dalSi pozorované
abnormality.

aktivity dehydrogenaz, fosfataz, oxidaz nebo
peroxidaz, popr. syntézy glutationu.



Zpusoby vvyhodnocovani pouzivanych pro EB s
producenty -cévnaté rostliny

 V pripadé nadobovych pokusu hodnotime

— dobu nutnou k dosazeni fenologickych fazi (napf. odnozovani,
sloupkovani, metani, kveteni, zrani semen,

— klié¢ivost semen ,
— odolnost proti chorobam a Skiiddciim ve srovnani s kontrolou apod.

« V pfipad¢ lesnich dfevin hodnotime
— prirustky,
— odolnost proti chorobam a skiidciim,
— fotosyntetickou aktivitu,

— ovlivnéni syntézy kutikuly,
— pritomnost a aktivitu mykorhyzy atd.



Moznosti vyuziti produceni pro ruzné
typy ekotoxikologickych testu

Stanoveni toxickych efekti — letalita, inhibice rustu, nebo fyziologickych
procesu.

Genotoxicita, mutagenita. Moznost pouzit fasy a cévnaté rostliny pro detekci
chromozomovych zlomi, tvorby mikrojadérek, iniciace nadorti na kotenech,
poruchy tvorby kutikuly, mutace na uUrovni intaktni rostliny, tvorba DNA
aduktl atd.

Hodnoceni detoxifikaéni aktivity, pfitomnost a aktivita detoxifikacnich
systémi ( PCR, ELFO, LC-MS, formy glutationu, SOD apod.

Hodnoceni vlivu toxikanti na rezistenci k patogennim organismim

Vyuziti  fototrofnich organismi  pro hodnoceni biokumulaci a
biokoncentraci toxikant v pfirodnim prostredi.

Hodnoceni podilu autotrofnich organismii na detoxifikaci/ i1mobilizaci
toxickych latek v zivotnim postiedi (bioremediace pomoci cévnatych rostlin,
nebo cyanobakterii)



Test inhibice rustu Lemna minor
OECD Lemna sp. Growth inhibition test (New Guideline Draft 2001)

Testovaci organismus:
Lemna minor, Lemna gibba, tvoreny 2-5 listky,
Podminky testu:
24+°C., expozice 7 dni, 100 ml vody v 150ml kadinkach 10
listki/opakovani, (9-12 -- vSude stejné)
6-10 000 lux, staticky, pH 6,5, v prubéhu testu kontrolujeme pH,
teplotu
Vyhodnoceni:
Rychlost rastu, hmotnost biomasy, pocet listkd,
Validace
Vysledky testu jsou povazovany za platne, kdyz:
* Primérny pocet listkl v kontrole vzrostl 8x
* pH se nezmeénilo po dobu testu vice nezo 1,5
* 168 IC 50 pro dvojchroman draselny je 10-60mg/L



Test inhibice rustu korene

Slnapls alba e vyhlasky MZP CR 33811997 Sb.
OECD 208 Terrestrial (non target) Plant test

Testovaci organismus
Sinapis alba, Lactuca sativa, Lepidium sativum, Hordeum vulgare, Zea mays
Kulturni, plevelné
Jednodélozné dvoudélozné Kilicivost 90%

Podminky testu:

20+ °C, 5ml/ PM 10-14 cm, 30 semen/ PM, expozice 72 h, 2-3 paralelni testy,
inkubace ve tmé - termostat, filtracni papir.

Vyhodnoceni: podle normy
 delka korene, pocet vyklicenych semen o alternativné

« délka, tvar a hmotnost kofene a hypokotylu, defekty tvorby chlorofylu na
svétle, mnozstvi chlorofylu, aktivity enzymu, aktivita PSII.

Validace Vysledky testu jsou povazovany za platne, kdyz:
* kliCivost v kontrole je alespon 90%
« Zjisténa koncentrace LC 50 je v souladu se standardy
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