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ORGANIZACNI POKYNY:

AKtualni informace vzdy na:
ISu a Google_docs:
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1Gw-
sg zuDv sjfeoXwAAmkmio1SUBMRqJZiObR4AiXE /edit#gid=0
PoZzadavky:
1. 100% dochazka (pripadné absence ze zavaznych divodi budeme fesit
individualné)
2. VsSechny odevzdané a schvalené Domaci ukoly (celkem 6)
3. Prezentace celosemestralniho projektu = souhrnného posudku o toxicité vylosované
latky (po dvojicich)

Vstup do laboratoii:

1. Pouceni BOZP - podpis
2. Prezivky
3. Plast

Celkovy priibéh a smysl cviceni:
Cviceni probéhne v 7 blocich

* 5 blokii (blok 1-5) je vzajemné izce propojeno - jedna se o studentsky projekt -
komplexni zhodnoceni toxicity vylosované latky pro vodni prostiredi uzitim
baterie biotestti, dat z US-EPA Ecotox Database a SSD modelu.

Predstavte si, Ze jste zaméstnani na pozici ekotoxikologa, at uz v soukromé nebo verejné sfére, a
dostali jste za kol zpracovat kvalitni a nezavisly posudek o toxicité a moZnych rizicich vasi
chemické latky pro zivotni prostiedi.

VaSe prace na tomto semestralnim projektu zahrnuje nasledujici ¢asti:

Reserse zakladnich informaci o latce

Laboratorni testovani + zpracovani vysledki (blok 3, 4 a 5)

Sestaveni modelu SSD pro danou latku (blok 1, 2 a 5)

Zpracovani souhrnného dokumentu - posudku o toxicité vasi latky (blok 5)
Prezentace a diskuze (blok 5)

ik wihpE

Jednotlivé bloky cviceni a piedevsim domaci ikoly vas provedou zpracovanim dil¢ich krokt
tohoto semestralniho projektu.

Studenti se rozdéli do dvojic a vylosuji si 1 latku, se kterou pak cely semestr pracuji. K latce
shromazdi ekotoxikologicka data, vytvoii model SSD, experimentalné urci toxicitu na baterii
biotestl (bakterie - Vibrio fischeri, fasy - Raphidocoelis subcapitata a hrotnatky - Daphnia
magna).

Smyslem tohoto studentského projektu je vyzkousSet si praci blizkou praxi, jejimZ obsahem je
posoudit toxicitu jedné latky napri¢ nékolika biotesty, naucit se pracovat s ekotoxikologickymi



databazemi, vytvorit model SSD a souhrnné interpretovat vSechny vysledky celosemestralni
prace.

Vystupem jsou 4 domaci ukoly + 1 desetiminutova prezentace
Vedou Dr. Jifi Novak, Mgr. Sonia Smetanova, Mgr. Zuzana TouSova a Mgr. Petr Masner, Mgr. Eliska
Sychrova

» 2 bloKky (blok 6 a7) probéhnou jako zcela nezavisla laboratorni tiloha - kontaktni pidni
test toxicity s chvostoskoky Folsomia candida.

Vystupem budou 2 domaci ukoly. Vede Mgr. Jana Vasickova.



CASOVY HARMONOGRAM Jaro 2015:

Ekotoxikologické biotesty cvi€eni - Harmonogram semestru Jaro 2015:

hodiny

tyden den datum  hodiny rozmezi trvéni rozdéleni aktivita ucebna/lab co se bude dit
1 16.2-22.2 - - - - - - - -
2 23.2.-1.3. - - - - - - - -
3 2.3.-8.3. - - - - - - - -
8:30 pred
4 9.3.-15.3 ST 11.3. zacatkem 30 min  v&ichni studenti d‘s’:]';’;’:tse RCX-1 domluva na terminech bloki
prednasky L
uvod do celosemestralni prace,
5 16.3.-22.3. ST 18.3. 13-15 2h v8ichni studenti BLOK 1 RCX-2 SSD, ECOTOX databaze, zadani
ukolu B2, B3, B6
6 233.293. PO 23.3. 23:59 - kazdy zasebe ~ odevzdani ; -
ukolu B6
ST 25.3. 11.13 2h vSichni studenti BLOK 6 1825 zaloZeni testu s chvostoskoky
. 1 FeSeni za odevzdani
cr 26.3. 23:99 dvojici ukolu B3
rozZDIS Viz Instruktaz vyhodnoceni Graphpad,
i pis . 1.5h vSichni + laboratorni cvi€eni akvatické
7 30.3.-5.4. PO-PA 30.3.-5.4. podrobna 1.5h + 1h 1h - BLOK 3 RCX-2 + lab ) ) . -
tabulka po skupinach biotesty - mikrotox, fasy, dafnie;
zadani Ukou B4
. $ v, odevzdani
NE 5.4. 23:59 kazdy za sebe ikolu B2
= ] 1 feSeni za odevzdani
8 6.4.-12.4. CT 9.4. 23:59 dvojici ikolu B4
spole¢na konzultace vyhodnoceni
9 13.4.-19.4. PO 13.4. 14-16 2h vSichni studenti BLOK 4 RCX-2 vysledkl experimentd z bloku 3,
zadani ukolu B5
ST 15.4. 13-15 2h vSichni studenti BLOK 2 RCX-2 ETX sofware
10 204.-264.  CT 23.4. 9.11 2h  vsichni studenti  BLOK 7 1525 ukoncent testu s chvostoskoky,
zadani Ukolu B7
11 27.4.-35. cT 30.4. 23:59 - 1 feSeni za odevzdani - -
dvojici ukolu B5
- . 1 FeSeni za odevzdani
12 4.5.-10.5. CT 7.5. 23:59 dvoiic tikolu BY
opravy ukolu B5 a pfipadné
PO-CT 45.-75 8-16:30 _ _ opravy a individualni konzultace v pribéhu
D ' konzultace tydne - po domluvé:
tousova@recetox.muni.cz
vsichni studenti, zavérecna prezentace
13 11.5.-17.5 PO 11.5. 16-17:30 1.5h predzveg}:ii(i;po BLOK 5 RCX-2 celosemestralnich projektd
14 18.5-24.5. - - - - - - - -




Casovy rozvrh skupin pro tyden B3: 30.3.-5.4.

PO 30.3.  12:00-13:00 13:00-14:00 14:00-15:30  15:30-16:30
SK1 (lab 325) 'SK2 (lab 325) RCX-2 vSichni SK3 (lab 325)
uT 31.3. 12:30 - 14:00  14:00-15:30 15:30-17:00
D (lab 1S22) A (lab 321) M (lab 325) A=Algae
M (lab 325) D (lab 1S22) A (lab 321) |D=Daphnia
A (lab321) M (lab325) D (lab 1S22) M=Microtox
ST 1.4. 12:30-12:50  12:50-13:10 13:10-13:30 13:30-13:50
D (lab 1S22) A (lab 321)
A (lab 321) D (lab 1S22) D (lab 1S22) A (lab 321)
CT 2.4.  kazda dwjice individualné - cca 40 min
PA 3.4. kazda dwojice individualné - cca 20 min
Skupina 1 Skupina 2 Skupina 3
1{Tomas Cimr Ludék Sehnal Lucka Ctverackova
2|Filip Urbanek Aneta Kopecka Anna Segecova
dodine chlorpyrifos nickel

Renata Skowronova
Alena Lungova

A W

atrazine

Zuzka Dvorakoval]
Jakub Triska

triclosan

1 skupina - jsou 2 dvojice




BLOK 1

Termin: ST 18.3.2015: 13-15:(30) - max 2.5h v RCX-2

Obsah:

Species sensitivity distribution - teoreticky uvod

Prace s US EPA Ecotox databazi - prakticky na pocitacich
Zadani domaciho tikolu B2

Priprava na blok 1:

Pire¢ist — STUDIJNI MATERIAL 1: Metoda rozloZeni citlivosti druh@i (Species Sensitivity
Distribution; SSD); (Str.7)

Pire¢ist - STUDIJNI MATERIAL 2: Navod na tvorbu SSD model; (Str. 15)

Ukoly navazujici na blok 1:
DOMACI UKOL B2 (zadani na str. 17) s terminem odevzdani do nedéle 5.4.2015 na

zuzana.tousova@seznam.cz



STUDIJNI MATERIAL 1;

Metoda rozloZeni citlivosti druht (Species Sensitivity Distribution;
SSD)

Mgr. Soria Smetanova, RECETOX, 2013

1. Uvod do SSD

SSD model byl poprvé predstaven v roce 1989, ale vSeobecné znamosti se dockala az
s rozvojem vykonnéjsich pocitact (kolem roku 2000). Je hojné vyuZzivany pro hodnoceni ti¢inkit
a rizik toxickych latek v ekosystémech a pro stanoveni limiti toxickych latek v prostredi a
uplatnuje se ve smérnicich EU (napf. v ramcové smeérnici o vodach).

Model je zaloZen na predpokladu, Ze riizné druhy organismi Zijici v urcitém ekosystému
(napf. eka, jezero €i ptida) jsou riizné citlivé na urcitou toxickou latku (napt. korys Daphnia
magna je na rozdil od fasy Raphidocelis subcapitata velmi citlivy na insekticidni latku
chlorpyrifos). Tyto citlivosti jsou vyjadirené nejcastéji jako NOEC ¢i EC50 hodnoty.

Zakladnim ptredpokladem SSD je, Ze pokud se vezmou citlivosti (logaritmy NOEC ¢i EC50

hodnot) vSech druhi organismii (Zijicich v daném ekosystému) na urcitou toxickou latku, pak
jejich rozlozZeni (distribuce) je normalni - Gaussovo (obr. 1).

@O0 O O
o 0 @0 o© 1A -
> o o0 oo el
5 0000 O OOm O L Gl
X @0 0000 O OO O 00 <SP
S @O 0000 0 000 O 00 2=
co @ o0 o | W
0O o o0o0 g
32 36 40 44 48 52 56 60 64
log(NOEC or EC50)
35

/ 1B

30
25 /

oS
5
2 2 /
3 15 \
DC_) 10 / \\
5
0// N

3.5 3.8 4.1 4.5 4.8 5.1 55 5.8 6.1
log(NOEC or EC50)

Obr. 1. Princip SSD
1A: RGzné druhy jsou rtizné citlivé na toxickou latku (tj. maji rtizné hodnoty NOEC ¢i EC50).

Citlivost se miiZe vyrazné liSit mezi druhy a také mezi vy$$imi taxonomickymi skupinami (zde
jsou napiiklad nejvice citlivé Fasy a naopak nejméneé citlivi jsou obratlovci - ryby a
obojzivelnici); zelena kolecka znaci riizné druhy organismi, osa y znaci riizné taxonomické
skupiny.



1B: Distribuce (rozloZeni) téchto citlivosti (resp. logaritmt EC50 nebo logaritmi NOEC hodnot)
ma vlastnosti rozloZeni normalniho (Gaussova); sloupce znaci pocet druhti s danym rozmezim
logEC50 (¢ilogNOEC) hodnot, zelena ¢ara oznacuje proloZeni Gaussovou funkci.

Toto rozloZeni je symetrické a definované pouze dvéma parametry - aritmetickym primérem a
smérodatnou odchylkou a proto je velmi jednoduché s nim pracovat (rovn. 1 a 2, obr. 2):
Rovnice pro vypocet aritmetického primeéru p a smérodatné odchylky ¢ pro SSD:

mﬂzéﬂiﬁmﬂ

(1)
m
1 2
m= =) (@@
B=1
(2)
I ... aritmeticky primér

o ... smérodatna odchylka
n ... celkovy pocet druhti
Xi ... sensitivita i-tého druhu (logEC50 ¢i logNOEC hodnota) na konkrétni toxickou latku
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Obr. 2. Parametry normalniho (Gaussova) rozlozeni
Smérodatna odchylka (o) popisuje miru variability dat a aritmeticky primér (u) jejich stiredni
hodnotu

Vyse popsané Gaussovo rozlozeni se da vyjadrit také jako kumulativni distribuc¢ni funkce
(ukazuje totéz s tim rozdilem, Ze na ose y nejsou Cetnosti druhd s danou kategorii citlivosti, ale
procento organismi s danou nebo vyssi citlivosti (napt. danou nebo nizsi hodnotou EC50). A

z této kumulativni distribu¢ni funkce se mohou lehce vypocitat hodnoty HC, ¢i PAF (obr. 3).

HC, (Hazard Concentration for p-percent of species) je takova koncentrace dané toxické
latky, ktera podle SSD modelu negativné ovlivni p-procent druhti organismi (napiiklad HC1s
metanolu je takova koncentrace metanolu, ktera ma negativni efekt na 15 % vSech druhi

rs

organismi Zijicich v jednom ekosystémul).

Oproti tomu PAF (Potentially Affected Fraction) oznacuje frakci (nebo procento) organismd,
kterd bude negativné ovlivnéna piisobenim urcité koncentrace dané toxické latky (tudiz pri
plisobeni metanolu v koncentraci rovné HC1s bude PAF rovno 15 %).
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Obr. 3. Zobrazeni SSD jako kumulativni distribu¢ni funkce a odvozeni PAF (Potentially Affected
Fraction) a HC, (Hazard Concentration for p procent of species). Oba tyto udaje se tedy tykaji
stejné véci (negativni efekt na rtizné velkou ¢ast druhti), ale popisuji ji z opacnych konct.

HC, se pouziva pro prospektivni analyzu rizik, a sice pro stanoveni PNEC (Predicted no-
effect concentration) limitd - maximalnich koncentraci toxickych latek, které jesté nebudou mit
vyznamné negativni u¢inky na ekosystémy. V Evropé byla dohodnuta tato hranice na 5 %.
Limitni ,bezpecna“ koncentrace urcité toxické latky v Zivotnim prostredi je tedy takova, ktera
negativné ovlivni 5 % druht a je oznac¢ovana jako HCs.

Stanoveni PNEC hodnot SSD metodou ma oproti ostatnim metodadm vyhodu v mensich
nejistotach (limit odvozujeme za pouZiti velkého mnozstvi taxont a druhd, nejen z otestovani tii
standardnich organismd, jak tomu je v ptipadé klasickych postupti). Proto i faktory nejistoty
(Assessment factors) aplikované na hodnoty HCs pro zisk PNEC hodnot jsou adové nizsi (tab. 1).

Tab. 1. Faktory nejistoty, kterymi musi byt podéleny maximalni ,bezpecné“ zjisténé koncentrace
latek pro zisk PNEC hodnot; tyto faktory se lisi podle zvolené metody. (tabulka prevzata z
guidance dokumentu EU CIS-WFD No. 27 pro stanoveni norem environmentalni kvality).

Available data Assessment factor

At least one shori-term L{E)C50 from each of 1000 "
three trophic levels (fish, invertebrates (preferred
Daphnia) and algas) (i.e. base set)

One long-term EC10 or NOEC (either fish or 100 o}
Daphnia)
Two long-term results (e.g. EC10 or NOECs) from 50"
species representing two trophic levels (fish
andlor Daphnia and/or algag)

Long-term results (e.g. EC10 or NOECs) from at 10"
least three species (nomally fish, Daphnia and
algas) representing three trophic levels

Species sensitivity distribution (SSD) method 5-1 (to be fully justified case by case)

T

Field data or model ecosystems Reviewed on a case by case basis !

Hodnoty PAF se naopak pouzivaji pro kvantitativni zhodnoceni ekotoxikologického stavu
ekosystému (tj. pro retrospektivni analyzu rizik). Po zméreni koncentrace urcité toxické latky
(napft. v fece) se aplikuje model SSD a vypocita se hodnota PAF. Vystupem je nejen informace,
jestli tato hodnota presahla onen stanoveny limit 5 %, ale také informace o mire poSkozeni
(napt. latka A majici PAF = 6 % sice presahuje limit, ale rozhodné pacha méné skod nez latka B



s PAF = 62 %), coz je opét velka vyhoda oproti tradi¢nimu hodnoceni, které je pouze kvalitativni
(,koncentrace latky v prostredi je pod/nad PNEC hodnotou*).

SSD je tedy statisticky model velice vhodny pro hodnoceni ekotoxikologickych rizik a
ucink toxickych latek v prostredi. V nasledujici kapitole se dozvime, jaka vstupni data musime
mit, abychom takovy model mohli vytvorit.

2. Ekotoxikologicka data vhodna pro SSD

Jak je jiz zminéno vyse, vstupnimi daty pro vytvoreni SSD modelu jsou nejcastéji hodnoty
NOEC ¢i EC50. Pavodné byly vyuzivané spiSe hodnoty NOEC, které oznacuji takovou koncentraci
latky, ktera nema statisticky vyznamny chronicky ti¢inek na organismy. Pokud se vytvoii SSD
model z NOEC hodnot, pak napt. PAF = 5 % tedy znamena, Ze 5 % druh je chronicky ovlivnéno
»vice nez nevyznamné". V posledni dobé se ovSem od pouzivani NOEC hodnot v§eobecné upousti
a proto se stale vice i v SSD modelech vyuzivaji akutni EC50 hodnoty. EC50 je takova
koncentrace latky, ktera akutné zpiisobuje 50% efekt na organismech. Pokud se vytvori SSD
model z EC50 hodnot, pak napt. PAF = 5 % znamena, Ze 5 % druh je akutné ovlivnéno
»,minimalné z padesati procent”. Tyto rozdily si je nutné vZzdy uvédomit. V nasledujicim textu jiz
bude vSe vysvétlovano na prikladu pouziti akutnich EC50 hodnot.

Data ekotoxicity se nejcastéji ziskavaji z online databazi (napi. US EPA ECOTOX:
http://cfpub.epa.gov/ecotox ¢i IUCLID Chemical Data Sheets: http://esis.jrc.ec.europa.eu) a
publikovanych védeckych ¢lanki. Neni tedy tieba dalsi testovani organismt, coz je vyhodné jak
z hlediska ochrany organismt, tak financ¢né a casove.

Pouhé pouziti vSech (nezkontrolovanych) EC50 hodnot z online databazi pro tvorbu SSD
modelu vSak mize vést k velkému zkresleni a proto je nutna jejich kontrola a piebrani. Databaze
vhodna pro tvorbu SSD modelu akutnich toxickych tcinki urcité latky na sladkovodni druhy
miiZze vzniknout napriklad nasledujicim postupem:

- Stazeni zdkladni databaze EC50 (v¢etné LC50 a IC50) hodnot pro vSechny sladkovodni
druhy z US EPA ECOTOX online databaze.!
- Vybér pouze akutnich EC50 hodnot (obvykle se pouzivaji EC50 hodnoty ziskané z testt

s délkou expozice 1-4 dny ¢i 1-7 dni).2

- Vybér pouze vhodnych akutnich efektd, které maji pifimy vliv na zménu abundance a
sloZeni spolecCenstvi organismu (napfr. efekty na rist a biomasu rostlin a mortalita a
imobilizace u zivocCichti).3

- Vybér pouze takovych EC50 hodnot, které byly odvozeny z testovani Cistych latek, ne
smésnych produkti (dlleZité zejména v pripadé pesticidi). Rozumna hranice Cistoty je

90%.

Diilezita je také kontrola a odstranéni opakujicich se stejnych zdznami v databazi
(replikaci) a vyznamné podezielych EC50 hodnot. Napriklad pokud se v databazi vyskytuje deset
riznych EC50 pro druh Daphnia magna (od riznych autorii), které maji hodnotu kolem 5 pg/l a
jednu EC50 o hodnoté 1000 pg/], pak je nutné se nad touto podezrele vysokou hodnotou
zamyslet. Doporucuje se nahlédnout do védeckého ¢lanku, ze kterého byla hodnota do databaze
vloZena a po Uvaze ji bud’ z databaze vypustit, opravit nebo ji tam ponechat.

V dal$im kroku je nutné v databazi prepocitat vSechny hodnoty EC50 na stejné jednotky

(obvykle pg/1).

'V ptipadé tvorby SSD modelu chronickych toxickych G&inki se pouzivaji NOEC, LOEC a EC10 hodnoty.

2y pripadé tvorby SSD modelu chronickych toxickych Gc¢inkd se pouZivaji naopak chronické NOEC, LOEC a EC10
hodnoty.

* V pfipadé tvorby SSD modelu chronickych toxickych déinki se mize pouzit i zména reprodukce.
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ProtoZe do SSD modelu vstupuji druhové hodnoty EC50 (vZdy pouze jedna EC50 pro
jeden druh), je také potreba rozhodnout, co udélat v pripadé pritomnosti vice hodnot pro jeden
druh. Obecné jsou pouZivané dva postupy - bud’ se pro dany druh pouZije ta EC50, kterd ma
krok vyznamneé ovlivni vysledek i smysl celého SSD modelu a proto je vzdy duilezité uvazit vybér
spravného postupu a uvést ho spolu s vysledky.

3. Tvorba SSD modelu

KdyZ mame vytvorenou databazi vhodnych EC50 hodnot pro urcitou toxickou latku, pak
miizeme vytvorit SSD model a pouZzit ho pro predikci efektii latky na ekosystém a pro odvozeni
limitnich koncentraci (PNEC hodnot).

Za tvorbou modelu se skryva (jak jiz vyplyva z predchoziho textu) statistika. Nastésti
neni diivod k velkym obavam téch, kteri s ni velkou zkuSenost nemaji, protoZe existuje software
vytvoreny primo za timto icCelem. Jmenuje se ETX 2.0 a je zdarma ke staZeni. Vice o praci s timto
softwarem bude vysvétleno ve cviceni. Zde bude nasledovat predevsim stru¢né vysvétleni teorie.

3A. Zakladni princip tvorby SSD modelu:
e Data z pripravené databaze se zobrazi jako histogram (tj. zobrazeni jejich ¢etnosti) a
prolozi se Gaussovou (normalni) distribuc¢ni funkci. Rovnice hustoty Gaussovy
distribuénf funkce je:

D = —
e 2
T o

WU ... aritmeticky primér Gaussovy distribucni funkce

o ... smérodatna odchylka Gaussovy distribu¢ni funkce

X ... hodnota na ose x (v naSem pripadeé log(EC50)), pro kterou funkce vypocita hustotu
pravdépodobnosti f(x)

Toto proloZeni je vlastné zakladni SSD model s potfebnymi parametry p (priimér) a o
(smérodatna odchylka)

Parameters of the normal distribution

024 [ Name Value Description
[ mean 2,75E0 mean of the log toxicity values
[ e s.d. 1,19E0 sample standard deviation
[ n 6,50E1 sample size

T T T T T T T T
2 -1 0 1 2 3 4 5 6
log(EC50)

Obr. 4. ProloZeni histogramu log(EC50) hodnot pro insekticid karbofuran Gaussovou hustotn{
distribuc¢ni funkci v softwaru ETX 2.0, parametry této funkce a celkovy pocet hodnot v databazi.
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Graf: na pravé ose y jsou Cetnosti jednotlivych kategorii hodnot log(EC50), na levé pak jejich
hustoty pravdépodobnosti - f{log(EC50)).

» VdalS$im kroku bychom si méli ovérit, zdali prolozeni cetnosti log(EC50) hodnot touto
Gaussovou funkci je smysluplné. K tomu nam slouzi tzv. testy normality. Pro SSD se
nejcastéji vyuziva Anderson-Darling nebo Kolgomorov-Smirnov test. Zjednodusené
feceno tyto testy porovnavaji, jak moc se rozloZeni ¢etnosti prokladanych hodnot
(sloupce v histogramu na obr. 4) 1i$i od rozloZeni ,modelové normalniho“ (zelena kiivka
na obr. 4). Pro jejich blizsi pochopeni je mozné prostudovat nékterou z pocetnych
statistickych ucebnic a jinych zdrojl. Nicméneé jejich vypocty jsou zahrnuty v témér vSech
statistickych softwarech v¢etné ETX 2.0. DtileZité je vSak dodat, Ze data se od normalniho
rozloZeni statisticky vyznamné nelisi, pokud je vysledkem takovychto testti hodnota p =
0,05.
rozumem posoudit, jestli jsou rozdily opravdu tak markantni nebo zda-li se jedna pouze
o prilisSnou ,piisnost” testli normality (ke kterému muze dojit, pokud je v databazi velké
mnoZstvi dat). Pro takové optické posouzeni mohou poslouZit i tzv. Q-Q ploty ¢i P-P
ploty. Diilezité je vSimat si nesymetri¢nosti v histogramu a pritomnosti , dvojitych”
vrchold (obr. 5).

Pokud i optické posouzeni potvrdi, Ze data opravdu normalni nejsou, je nutné se
zamyslet nad moznym divodem a pripadné vysledky vychazejici z takového SSD modelu
brat s rezervou.

A | A B B

Rozlozem dat je normalnf{ (A), nenormalni s prili§ vysokou Cetnosti stiednich hodnot (B),
nenormalni se dvéma vrcholy (C), nenormalni nesymetrické (D)

Nyni, kdyZ je sestaven SSD model, mtiZe byt pouzit pro vypocet HCp a PAF hodnot.
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3B. Vypocet HCp a PAF:

Pro vypocet hodnot HCp a PAF nam tedy staci znat pouze primér a smérodatnou
odchylku SSD modelu. Samotny model v§ak musi byt vyjadireny (jak je jiZ uvedeno vyse) jako
kumulativni Gaussova distribu¢ni funkce:

(E@rmﬂ)zm
B = JOOIEE/_EIE

(4)

Je diilezité si uvédomit, Ze pro ucel nasledujicich vypocti hodnoty na ose x pirestavaji mit
vyznam log(EC50), ale jsou chapany bud’ jako logaritmy koncentrace studované toxické latky
v prostredi (v pripadé odvozovani hodnot PAF) nebo jako ,koncentrace zptlisobujici dany efekt
na spolecenstvi organismi* (v ptipadé odvozovani hodnot HCp).

3 100% 1100%
S 90% 90%
O 80% 80%
S 70% 70%
S 60% 60%
c 50% 50%
= 40% 40%
O 30% 30%
2 20% 20%
Q 10% 10%
o 0% 0%
a 35 40 45 50 55 6.0 35 40 45 50 55 6.0
log(teoreticka konc. latky v prostfedi) log(zméfenakonc. latky v prostfedi)

Obr. 6. Rlizny vyznam osy x pii odvozeni HCp a PAF hodnot

Vypocet HCp a PAF hodnot z uvedeného vzorecku nenf tiplné trividlni, nastésti 1ze opét
vyuzit softwaru ETX 2.0 (jednim z jeho zakladnich vystupt je hodnota HCs i s intervaly
spolehlivosti) a také Excelu. Tam existuje funkce ,NORMDIST* pro vypocet PAF a funkce
LNORMINV" pro vypocet libovolné hodnoty HCp. Jediné, co staci znat je zminiovany primeér a
smérodatnd odchylka SSD modelu pro danou toxickou latku.

4. Limitace a modifikace SSD metody

Uvedené strucna teorie a postup tvorby zakladniho SSD modelu jsou nutné k pochopeni

Pro tvorbu modelu z dat sensitivity organismi se nepouiivé pouze vysvétlena Gaussova
distribuce, ale ¢asta je napriklad distribuce logisticka, triangularni a jiné. V posledni dobé se
navic zacinaji uplatnovat i neparametrické techniky ¢i Bayesovska statistika. V posledni dobé se
také ¢im dal vic zacina diskutovat o rtiznych limitacich ¢i omezenich této metody. Napi. neni
zcela prokazané, ze limit HCs je opravdu dostatecné bezpecny, aby nebyl poskozen ekosystém.
Dale se neustale hleda minimalni pocet hodnot druhovych sensitivit pro danou toxickou latku
(napt. EC50), ktery je dostatecny pro tvorbu nezkreslujiciho SSD modelu (EU doporucuje
alespon 10 druhovych hodnot z rtiznych taxonomickych skupin). V neposledni radé se vede i
diskuze nad tim, Ze specificky plisobici latky (napt. herbicidy ¢i insekticidy) jsou vyrazné toxické
pouze pro urcité taxony a jiné taxony by mély byt viceméné necitlivé. Proto je Casto narusena
normalita takového rozloZeni a kvalitni SSD model je tézko vytvoritelny. Casto se proto tvoii
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model jen z cilovych taxoni (napt. SSD kiivka pro herbicid glyfosat pouze z primarnich
producentti). Vystupy z tohoto modelu pak maji samoziejmé i jinou interpretaci. SSD modely se
mohou dale pouzivat nejen pro hodnoceni uc¢inku jednotlivych latek, ale i pro hodnoceni ucinki
celych smési.

Vsechny tyto ,nadstavbové“ informace jsou k nalezeni v niZe uvedené literatute, ktera je
zatim vSechna pouze v anglickém jazyce.

Doporucend literatura pro hlubsi zdjemce o téma:

Posthuma L, Traas TP, Suter GW (2002) Species sensitivity distributions in ecotoxicology. Lewis,
Boca Raton

EC (2011) Technical guidance for deriving environmental quality standards. Guidance Document
No. 27:204

... a védecké ¢lanky (napt. na Web of Science) ...
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STUDIJNI MATERIAL 2;

Navod pro tvorbu zakladnich Species Sensitivity Distribution (SSD)
modelt

CAST A: Tvorba databize

1. Otevfete si online databazi http://cfpub.epa.gov/ecotox/ . Zde jsou dvé moznosti na vybér,

vvvvvv

2. Proklikejte si vSechny zalozky a postupn¢ zadejte latku, pro kterou vytvarite SSD model
(nejlépe dle CAS disla), endpointy, které vas zajimaji (EC50/ED50, LC50/LD50, IC50/1ID50,
NR) apod. Muzete si také filtrovat, od jakého roku chcete udaje vyhledavat.

3. Nakonec si zvolte format, v jakém chcete databazi prohlizet (velmi vhodny je Excel).

4. Kliknéte na "Perform Query for Aquatic Data" (pracujeme s akvatickym ekosystémem).

5. Po otevieni Reportu ve formatu Excel si vSechny sloupce prohlédnéte. Pro rozsifrovani
zkratek si oteviete a pouzivejte "Code List"
(http://cfpub.epa.gov/ecotox/blackbox/help/codelist.pdf).

6. Postupné si odfiltrujte nezddouci hodnoty (jako priivodce vam poslouzi teoreticky vyukovy

material a vyucujici).

7. ! Nezapomeiite pievést vSechny hodnoty na stejné jednotky!

8. Po vytvoteni databaze vhodné pro pouziti pro tvorbu SSD modelu je jesté potteba vyiesit
problém s vice 0daji pro jeden druh. Ze dvou moznosti uvedenych v teoretickém vyukovém
materialu pouZijeme moznost zprimérovani téchto udaji. Vytvofte si tak novou tabulku, ve
které bude uveden vzdy pouze druh, rozmezi expozi¢nich dob a geometricky priimér hodnot
EC50 pro tento druh (Excelovsky vzorec "geomean").

9. Hodnoty z této nové tabulky mohou byt pouzity pro tvorbu SSD modelu.

POMOCNY NAVOD PRO PRACI S ECOTOX DATABAZI V EXCELU

Pridejte k tabulce 4 nové sloupce (nap¥. "Opakovany tidaj", "Podeziely tidaj" a "Cistota" a
"Poznamky")

Horni radek se da zafixovat pomoci prikazu: "zobrazeni - ukotvit pricky = ukotvit horni radek"
Filtrovani se nastavi pomoci: "Data > Filtr"

Pro praci s databazi (zjisténi vyznamu zkratek) si oteviete:

http://cfpub.epa.gov/ecotox/blackbox/help/codelist.pdf

Sloupce, které nas prilis nezajimaji a mizeme je skryt (klikneme pravym tlacitkem na sloupeca z
nabidky vybereme "skryt":

- Species Common Name

- Chemical Analysis

- Test Location

- Response Site

- Response Site Description

- VSechny "BCF" sloupce

- Trend

- VSechny "Effect Percent Mean" sloupce

- VSechny "Conc 2 Type" a "Conc 3 Type" sloupce

- Oba"Application Rate" sloupce
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Statistical Significance
Vsechny "Significance Level" sloupce

Sloupce, podle kterych se vybiraji data do SSD databaze:

Sloupec ,Exposure Type“:  Environmentalné relevantni typ expozice (tedy NE napft.
gavalni, injek¢ni, intraperitonealni apod)

Vsechny sloupce ,,Observed Duration (Days)“: Hodnoty z akutnich testi toxicity :
1-7 dni

Sloupec ,Endpoint“: EC50/I1C50/LD50/ED50/LC50

Sloupce ,Effect” a ,Effect Measurement” : Efekty s pfimym vlivem na zménu
abundance a sloZeni spolecenstvi organismi (intoxikace, mortalita, efekty na
populaci, u primarnich producentii i efekty na rust a fyziologické efekty jako
zmeéna fotosyntézy nebo fixace dusiku; zvazte také vliv na reprodukci - konkrétné
efekt ,GREP*)

Sloupec ,,Conc 1 Type (ug/L)“: Hodnoty z testli provadénych s Cistou
latkou (tzn. vSechny tidaje znacené "A" , u idajti znacenych "F" je nutné Cistotu latky
dohledat v online databazi - OK je ¢istota latky 90% a vic, NESMI se pouzivat data
ziskana testovanim piipravki jako napr. FURADAN apod., naopak technicky
karbofuran pouzit 1ze)

V dal$im kroku preved’te vSechny koncentrace na stejné jednotky (sloupec Conc 1 Units
(Standardized)) a oznacte podezielé (odlehlé) a opakujici se idaje.

Nakonec "odfiltrovanou tabulku", ve které jsou viditelna pouze spravna data celou zkopirujte do
nového listu. Ta jiz bude obsahovat pouze spravna data a bude se pouZzivat pro vypocet
primeérnych druhovych EC50 hodnot, které se pouziji pro tvorbu SSD.

Na co si dat pozor:
- Dejte pozor na hodnoty koncentrace uvedené jako ,<” ¢i “ >” (napt EC50 < 25 ug/1). Tyto

hodnoty jsou ,nic nerikajici“ a nepouzivaji se! (sloupec,Conc 1 Op (ug/L)“)

- Pokud je hodnota koncentrace uvedena jako rozmezi (min-max), pouZijte primér téchto

dvou hodnot

- Pokud jsou nékteré z uvedenych diilezitych idaji neznamé (,NR“), méli byste najit

ptvodni ¢lanek a tyto ddaje dohledat a do tabulky doplnit

CAST B: Tvorba modelu

Otevrete si program ETX 2.0.

Zkopirujte do "Input toxicity data" vase hodnoty z tabulky a kliknéte na Sipku.

Program za vas ud¢la v§echny vypoéty a vytvoii model. Postupné si (s vyucujicim) projdéte
vystupy, abyste védéli, co znamenaji.

Zamgite se na testy normality a na to, co vam fekli.

Seznamte se také s moznosti barevného znac¢eni rliznych taxonl a vyhodami, které to skyta.
Hodnoty HC; jsou poskytnuty pfimo ETX programem. Vypocet hodnot PAF je zde vsak
slozitéjsi a proto si oteviete Excel a vyzkousejte si funkci NORMDIST. Jako primér a
smérodatnou odchylku zadejte hodnoty ziskané ETX softwarem. Koncentraci, ktera na
ekosystém plisobi si zvolte podle svého uvazeni. Hrajte si s riznymi hodnotami.

Zamyslete se nad celym postupem, nad vysledky a jejich interpretaci a nebojte se ptat !
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DOMACI UKOL B2

Vyhledavani ekotoxikologickych dat v databazi US-EPA ECOTOX
Database

Cil dkolu B2: Cilem ukolu je vytvorit soubor dat v MS Excel, ktery obsahuje relevanni
ekotoxikologicka data extrahovana z databaze US -PA ECOTOX k latce karbofuran, CAS 1563-
66-2. Tento soubor dat bude v nasledujicim bloku cviceni vyuZzit k tvorbé SSD modelu v softwaru
ETX 2.0.

Vypracovat do: 3 vypracované tabulky v MS Excel (stejné jako ve vzorovém prikladu) poslete

do nedéle 5.4.2015 na zuzana.tousova@seznam.cz

Presné zadani ukolu:

1. Vytvorte databazi v Excelu pro KARBOFURAN (CAS 1563-66-2) tak, aby sSla pouzit pro
tvorbu SSD modelu.

A. S vyuzitim databaze US-EPA ECOTOX (http://cfpub.epa.gov/ecotox/ ) a toho, co jste se
naucili ve cviceni, vytvorte takovou databazi pro karbofuran, ktera bude obsahovat pouze:

EC50/1C50/LD50/ED50/LC50 hodnoty z akutnich testt toxicity (1-7 dni), pro efekty, které
maji primy vliv na zménu abundance a sloZeni spoleCenstvi organismi (intoxikace, mortalita,
efekty na populaci, u primarnich producenttii i efekty na rist a fyziologické efekty jako
zmeéna fotosyntézy nebo fixace dusiku; zvazte také vliv na reprodukci - konkrétné efekt
»GREP*). Typ expozice musi byt environmentalné relevantni (tedy NE napft. gavalni nebo
injekéni apod.) a hodnoty MUSI pochazet z testii provadénych s &istou latkou (Eistota
karbofuranu 90% a vic, NESMI se pouzivat data ziskana testovanim piipravki jako napf.
FURADAN apod.; naopak technicky karbofuran pouzit Ize).

Prehled k6du (zkratek) uzivanych v databazi najdete na
http://cfpub.epa.gov/ecotox/blackbox/help/codelist.pdf .

Dejte pozor na hodnoty uvedené jako ,<” ¢i “ >” (napt EC50 < 25 ug/1). Tyto hodnoty jsou
ynic nefikajici“ a nepouzivaji se!

Pokud je hodnota uvedena jako rozmezi (min-max), pouzijte priimér téchto dvou hodnot

Také nezapomeiite spravné prevést vSechny hodnoty na spravné jednotky na pg/1!

Pokud jsou nékteré z uvedenych dtlezitych tidaji neznamé (,NR“), méli byste najit
ptvodni ¢lanek a tyto ddaje dohledat a do tabulky doplnit

B. Hodnoty ve vzniklé databazi zkontrolujte a do nového sloupce oznacte duplicitni nebo
podezrelé hodnoty, které nebudete pro SSD model pouzivat.

DULEZITA POZNAMKA:

Celkové vytvorte dvé tabulky do dvou listt.

Prvni tabulka bude obsahovat vS§echna pivodni data a pomoci filtru v ni budou odfiltrovana data
nechténd. V této tabulce jsou v novych sloupcich uvedeny vS§echny zmény a pozndmky (napf-
poznamka o zméné jednotek, poznamka o nalezené Cistoté testované latky ¢i poznamka o
duplicitnim tidaji) pro pozdéjsi kontrolu a pripadné zménu finalni databaze.
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Druha tabulka se vytvoii do nového listu zkopirovanim odfiltrované prvni tabulky. Tim padem
uz obsahuje pouze zkopirovana ,chténa data“, kterd budou pouzita pro tvorbu SSD.

2. Vytvoite druhou tabulku v Excelu (v novém listu) pro KARBOFURAN (CAS 1563-66-2),
ve které jiz budou pouze tri sloupce:

1. sloupec: druhovy nazev organismu (latinsky)
2. sloupec: Taxonomicka skupina, do které patii
3. sloupec: Geometricky primeér z hodnot EC50(+LD50, IC50 atd.) pro tento organismus

Pro pomoc pti tvorbé vasich tabulek miiZete pouZit to, co jste vytvorili na cviceni a prilozeny
vzorovy Excel soubor: Domaci ukol B2_vzor_alachlor.xlsx

Pokud si s né¢im nebudete Uplné jisti, napiste si poznamku do jednoho z noveé vytvorenych
sloupcti a zeptejte se na dal$im cviceni.
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BLOK 2

Termin: ST 15.4.2015: 13-15 - 2h v RCX-2

Obsah:
Diskuze nad zpracovanim tukolu B2, dotazy k ECOTOX databazi atd.
ETX sofware a tvorba SSD modelu

Priprava na blok 2:

Vypracovat a odevzdat domaci tikol B2 do nedéle 5.4. a vysledna data mit pripravena na blok
B2

Pie¢ist znovu- STUDIJNI MATERIAL 2: Navod na tvorbu SSD modeli; (Str.15)

Ukoly navazujici na blok 2:

Zpracovani dat z US EPA Ecotox databaze a vytvoreni SSD modelti pro vami vylosovanou latku
v ramci domaciho ukolu B5 (Str. 37)
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BLOK 3

Termin: PO 30.3. - PA 3.4.2015: hodiny, u¢ebny a skupiny dle rozpisu v ¢asovém
harmonogramu

Obsah:

Vyhodnocovani vysledki ekotoxikologickych biotestd v MS Excel a GraphPad PRISM - na
pocitacich

Priprava zasobnich roztokl a materialu k laboratornimu cviceni

Diskuze reSeni ukolu B3, dotazy, triky, tipy, exkurze po laboratorich

Provedeni baterie akvatickych biotestl =rasy, dafnie, bakterie (Microtox)

Zadani ukolu B4

Priprava na blok 3:

Podrobné a peélivé proc¢ist STUDIJNI MATERIAL 3 - Navody k laboratornim tloham (iasy,
dafnie, Microtox); (Str.21)

Vypracovat a odevzdat DOMACI UKOL B3 do CT 28.3. (zadani na str. 33 ) a vysledna data mit
pripravena na blok B3

Ukoly navazujici na blok 3:
DOMACI UKOL B4 (zadani na str. 35)do CT 9.4.2015 na zuzana.tousova@seznam.cz
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STUDIJNI MATERIAL 3:

Zkouska inhibice riistu zelené rasy Raphidocelis subcapitata
Zpracovano podle normy OECD 201 (ISO 8692) a ceské technické normy TNV 757741.

Princip

Odpovéd organismu (inhibice/stimulace riistu) po expozici dané koncentraci latky je
porovnavana s primérnym ristem kontroly.

Test byl optimalizovan pro provedeni v 96-ti jamkovych mikrotitra¢nich destickach.
Exponovanym organismem je zelena asa Raphidocelis subcapitata (Syn. Selenastrum
subcapitata, Pseudokirchneriella subcapitata). Vybrané koncentrace sledované latky jsou
testovany vzdy v 5 opakovanich. V experimentu stanovujeme rist ras jako zménu optické
density Fasové suspenze na konci a na zac¢atku experimentu. Opticka densita (absorbance
680nm) koreluje s po¢tem bunék na mL a mérime ji pomoci spektrofotometru - je tedy dobrym a
jednoduchym zastupnym parametrem k rychlému stanoveni riistu ras v testovém systému.

Pristroje a chemikalie
- Trasova kultura o dostate¢né hustoté bunék na mL - kultivovana ve standardnim médiu
(50% ZBB médium)
- 96-jamkové mikrotitraéni desky (250uL/jamka), automatické pipety, Spicky k pipetam,
nadoby pro vyredéni odpovidajicich koncentraci testované latky
- destilovana voda, nesterilni 200% ZBB médium
- dichroman draselny - pozitivni kontrola

Podminky testu
- doba expozice: 3 dny (72h)
- interval méreni: zaloZeni testu Oh, po 24, 48, 72 hodinach expozice
- teplota 23°C
- osvétleni 2080 lux (pouziti klasické halogenové zarivky a zarivky Aqua Glo fialova, 40W)

Priprava experimentu a pracovni postup:

Pro zaloZeni pokusu je potreba prichystat spravné nafedéné inokulum ias v 50% ZBB médiu,
které napipetujeme po 125uL do kazdé testové jamKky (tvoii tedy polovinu objemu testové
jamky). Druhou polovinu objemu jamky (125 uL) pak tvofi fedéni vzorku v 50% médiu, které
nasledné pridavame k rasovému inokulu dle pipetovaciho schématu:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A blank blank | blank | blank | blank | blank blank blank blank | blank blank blank
médium C5 C4 C3 Cc2 Cmax | médium PC4 PC3 PC4 PC1 médium
B R s c4 3 NC PC4 | PC3 b
médium médium
¢ R s c4 3 NC PC4 | PC3 b
médium médium
D R s c4 3 NC PC4 | PC3 b
médium médium
E blank blank
: N s c4 3 NC PC4 | PC3 b
médium médium
G N s c4 3 NC PC4 | PC3 b
médium médium
H blank blank | blank | blank | blank | blank blank blank blank blank
médium C5 C4 C3 C2 Cmax | médium PC4 PC3 médium
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NC = negativni kontrola

SC =rozpoustédlova kontrola (solvent control)

PC = pozitivni kontrola (dichroman draselny 1.25-2.5-5-10 mg/L)
C5 min = nejnizsi koncentrace testované latky

C1 max = nejvyssi koncentrace testované latky

Priprava média

Rasy se kultivuji v 50% ZBB médiu, jde o optimalizovanou smés Zivin a minerald vhodnou pro
kultivaci fas a sinic (presné sloZeni bude diskutovano na cviceni). Stejné médium se uziva i pro
expozice ras v testu toxicity. K dispozici budete mit koncentrat, 200% ZBB médium, tento
zasobni roztok se redi na pozadovanou koncentraci destilovanou vodou.

Priprava inokula ras - fasové suspenze

Rasové inokulum v exponencialni fazi riistu (=koncentrovana asova suspenze odebrana

z laboratorni kultury) odebereme sterilné ze zasobni kultury v kultiva¢ni laboratofti. Potom
fasové inokulum vyfredime kultivatnim médiem (50% ZBB) na poZadovanou hustotu bunék na 1
mL a odpovidajici objem. Vychozi mnozZstvi bunék/mL na zac¢atku experimentu by mélo byt cca
100 000. Pocty bunék na mL zjistime pomoci méreni na spektrofotometru (A680) a vypoctu

s uzitim rovnice kalibra¢ni kfivky (viz obr.1). Obvykle fasy do testu fedime faktorem 4 (tedy
1:3).

Urceni poctu bunék/mL v zakoncentrované rasové suspenzi - rasovém inokulu:

Méteni optické density provedeme na Cisté mikrodesce. Do 3 sousedicich jamek napipetujeme
250 uL 50% ZBB média (blank) a do dalSich 3 sousedicich jamek napipetujeme 250uL
koncentrované rasové suspenze. Promérime absorbanci (680nm) a namérené tidaje pouzijeme
pro vypocet ediciho faktoru. Redici faktor vypoéteme pomoci jednoduché linearni kalibra¢ni
rovnice (zavislost optické density na po¢tu bunék na mL). Pfi méfeni na spektrofotometru
postupujte dle instrukci cviciciho.

14 1
1.2 ~

-'I -
0.8 +
06 1
0.4 7
0.2 5

0 . . . .
0248 5000000 10000000 15000000 20000000

Poéty bunék/mL

y = 7E-08x - 0.0138

absorbance

Obr.1: Kalibra¢ni kiivka pro zavislost absorbance na po¢tu bunék v fasové suspenzi
Rasovou suspenzi nafedime v kadince 50% ZBB médiem na dvojnasobny pocet bunék na mL neZ
je vysledny pozadovany pocet ( tedy na 200 000 bunék/mL), protoZe suspenzi budeme nasledné

v jamkach 2x fedit priddvanym vzorkem v médiu.

Takto naredénou suspenzi ias rozpipetujeme na 96-jamkovou mikrotitrac¢ni desku dle
pipetovaciho schématu - 60 vnitinich jamek desky, okrajové jamky jsou urceny pro blanky.

Pred rozpipetovanim suspenzi ras dikladné promichejte. Pozor - fasy maji tendenci sesedat,
michani je opravdu diilezité!
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Priprava koncentracni rady testované latky a pozitivni kontroly
Koncentracni radu testované latky (vzorku) si pripravime postupnym edénim zasobniho

roztoku latky (vzorku) 50% ZBB médiem v plastovy epinkach ¢i sklenénych vialkach.

Pro piipravu koncentrac¢ni rady testované latky je dutlezité si nejprve uvédomit:
1. Jaky celkovy objem smési ras+média+testované latky budeme potirebovat pro 5

opakovani, jaky objem pro negativni kontrolu/ pozitivni kontrolu/ blanky? Vzdy je
dobré uvazovat i néjakou rezervu!

2. Jaky redici faktor (DF - dilution factor) je mezi jednotlivymi koncentracemi testované
latky?

3. Jaké negativni kontroly je treba zahrnout do experimentu (je latka rozpusténa ve vodé
nebo v organ. rozpoustédle)?

4. Jaké blanky je tfeba zahrnout do experimentu - pro odecteni absorbance média a
vzorku?

Pti ivahach nad objem pridavaného vzorku je nutné myslet na to, aby koncentrace média a
pripadné rozpoustédla byla ve vSech jamkach stejna. Obsah rozpoustédla by nemél presahnout
0.5% cilového objemu v testové jamce (v/v). V nékterych pripadech je tedy nutné
koncentraci zasobniho roztoku adekvatné upravit.

V kazdém kroku je nutné smés testované latky s 50%ZBB médiem diikladné promichat -
(vortex/pipeta/krouZzivy pohyb).

Jednotlivé koncentracni varianty rozpipetujeme na desku po 125 ulL. na jamku

- 1rtedéni vzorku ve vialce/epince- pro 7 jamek + rezerva = 1000 uL.

Obdobné jako u testované latky postupujeme pri pripravé 4-bodové koncentracni rady pozitivni
kontroly - dichromanu draselného. Cilové koncentrace jsou 1.25-2.5-5-10 mg/L (DF 2) a
koncentrace zasobniho roztoku je 2 g/L. Dichroman draselny je rozpustény ve vodeé.

Méreni absorbance

Absorbanci métrime pri vinové délce 680 nm. Pired kazdym méienim je nutné jednotlivé
jamky promichat multikanalovou pipetou !!!

Ziskany soubor (ve formatu MS-Excel) uloZte na pevny disk pocitace do adresare
"C:/biotesty_cviceni_2015 ve formatu datum_latka_casovy interval (napft:
150331_carbofuran_0h; 150401_carbofuran_24h; atd.)

Expozice
Mikrodesticku prikryjeme vickem a exponujeme v inkubac¢ni mistnosti s Fizenym svételnym
reZimem.

. Doba expozice: 3 dny
. Interval méreni: Oh, 24h, 48h, 72h
. Podminky expozice: teplota 23°C, osvétleni 2080 Ix (pouZiti klasické halogenové zarivky a

zarivky Aqua Glo fialova, 40W)
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Vyhodnoceni

Vysledkem testu toxicity na fasach jsou dva endpointy - inhibice riastové rychlosti a inhibice
vytézku. Vyhodnoceni vysledkii experimentu provadime v programech MS Excel a GraphPad
Prism.

V MS Excel provedeme prvni vypocty.

1. 0d kazdé namérené hodnoty vzorku/kontroly ode¢teme primérnou absorbanci blanku
(destil. voda v okrajovych jamkach).

2. Prokazdou koncentracni variantu/kontrolu vypocteme primeér, smérodatnou odchylku

a koeficient variance

Vylouc¢ime pripadné odlehlé hodnoty (CV>10%)

4. Endpoint - INHIBICE RUSTOVE RYCHLOSTI (Growth rate inhibition):

Z upravenych hodnot vypocitame riistovou rychlost dle vzorce:

w

In ODxonec — In ODstart

I = meeemmmmmmmmmocccceeeeeeee
Tkonec — start

kde:
1l primeérna specificka ristova rychlost v ¢ase 0-x (dny);
Estart Casovy zacatek expozice (0 den);
tionec ¢asovy interval méfeni (x-ty den);
ODstart absorbance (po odecteni blanku) v ¢ase 0 (dny);
ODxonec absorbance (po odecteni blanku) v ¢ase x (dny);

Hodnoty ristové rychlosti pouZzijeme pro vypocet inhibice ristu dle vzorce:

UK - HUv
%l = ----emeee-- *100
2814
kde:
Uk - prumér specifické ristové rychlosti kontroly
Wy - pramér specifické riistové rychlosti jednotlivych
variant koncentraci toxikantu
%l - procento inhibice ristu oproti

negativni/rozpoustédlové kontrole v dané
koncentracni varianté

Pro kontrolu validity testu je tieba spocitat riistovou rychlost v kazdém casovém intervalu (0-
24; 24-48;48-72) - rastova rychlost kontroly by se méla pohybovat v intervalu 0.4-1.

5. Endpoint - INHIBICE VYTEZKU (Yield inhibition):
Z upravenych hodnot vypocitdme vytéZek biomasy dle vzorce:

Y = ODxonec-ODstart
kde:
ODstart - absorbance (po odecteni blanku) v ¢ase 0 (dny);
ODxonec - absorbance (po odecteni blanku) v ¢ase x (dny);
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Dale vypocitame inhibici vytézku biomasy dle vzorce:

kde:
Yk - vytézek kontroly
Y, - vytéZek jednotlivych variant koncentraci toxikantu

6. Vypocet ucinnych koncentraci:
Vysledné hodnoty inhibice riistové rychlosti a vytézku biomasy vlozte vzdy
k odpovidajicimu logaritmu koncentrace do softwaru GraphPad PRISM, a vypocCtéte
hodnoty IC50, 1C20, NOEC a LOEC pro oba endpointy. Stejny vypocet proved'te pro
pozitivni kontrolu - dichroman draselny. Pri vypoctu postupujte dle instrukci ziskanych
na uvodni hodiné (Dr. Jifi Novak).

7. V MS Excelu a GraphPadu sestrojte graf zavislosti inhibice ristové rychlosti a vytézku
biomasy na koncentraci toxikantu a obdobny graf s pozitivni kontrolou - dichromanem

draselnym. V grafu zobrazte variabilitu vasich vysledki vyznacenim smérodatné
odchylky.

Ovéreni citlivosti

Zkouska se povazuje za platnou, pokud se EC50 zplisobena referen¢nim roztokem (dichroman
draselny- pozitivni kontrola) pohybuje v rozmezi{ 0.8-1.2 mg/L.
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Zkouska inhibice luminiscence emitované moi'skymi bakteriemi

Vibrio fischeri
Zpracovano podle ISO 14735 (2005)

Jedna se o rychly, jednoduchy a levny test akutni toxicity na prokaryotickém organismu, ktery
slouzi ke sledovani toxickych i¢inki nejen Cistych chemickych latek i jejich roztokd, ale i
environmentalnich smési extrahovanych z riiznych vzorki. Tato metoda je méné vhodna pro
silné zabarvené vzorky nebo vzorky obsahujici nerozpusténé latky nebo latky, které reaguji s
zivnym roztokem nebo podléhaji zménam béhem zkousky (napriklad vysrazeni, biochemickému
nebo fotochemickému rozkladu), a tim mohou poskytovat nespravné vysledky, popripadé
zhorsit reprodukovatelnost.

Princip

Testovacim organismem v testu je morska bakterie Vibrio fischeri, ktera za optimalnich
podminek intenzivné luminuje (svétélkuje). Test je zaloZen na zhaseni bioluminiscence této
bakterie, je-li ve vzorku pritomna biodostupna toxicka latka, ktera mtize metabolickou aktivitu
bakterii vyznamné snizit, pripadné zastavit. To se ihned projevi poklesem intenzity luminiscence
(bioluminiscence). MnoZstvi emitovaného svétla se méri luminometrem pited a po pridan{
testované latky (po 15 a 30 minutach expozice). Teplota v pribéhu testu musi byt konstantni (t
=15°C).

Pristroje a chemikalie
- Cirkulac¢ni termostat s mozZnosti temperace na 15°C
- Chlazeny luminometr,
- Automatické pipety 5 - 50 pl, 50 - 200 pl, 200 - 1000 pl, 1000 - 5000 pl, Spicky,
- NacCl
- Modelovy toxikant - dichroman draselny (K.Cr;07) - pozitivni kontrola

Podminky testu
- teplota: 15°C
- délka expozice 15 a 30 min.

Priprava experimentu a pracovni postup

Priprava bakterialni suspenze Vibrio fischeri pro test:
Bakterie je nutné pripravit ve dvou, na sebe navazujicich krocich:

1. Ampulku s lyofilizovanou kulturou vyjmeme z mraziciho boxu a do ampulky
napipetujeme 0.5 mL rekonstitu¢niho roztoku dodavaného spolec¢né s bakteriemi.
Trepanim rozpustime lyofilizované bakterie v roztoku a po rozpusténi bakterif je pomoci
pipety provzdusSnime. Takto pripravenou ampulku nechdme inkubovat na ledu v lednici
min. 30 minut.

2. Pouplynuti 30 minut je mozné rehydratované bakterie rozredit pro test. 100 pL
rehydratované suspenze napipetujeme do 4 mL roztoku 2% NaCl ve zkumavce (je
také mozné pouzit vyrobcem dodavany rekonstitucni roztok z plastové nadobky). Pouziti
vyrobcem dodavaného roztoku je zadouci, je li k dispozici, jelikozZ dosazené luminiscence

jsou vyssi. Takto naredéné bakterie pak ponechdme inkubovat v suché lazni pri teploté
15°C po dobu minimalné 15, ale spiSe 30 minut.
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Priprava koncentracni rady testované latky a pozitivni kontroly

Pripravime si dvé 96-jamkové desky. Jednu prithlednou - v ni se bude ptipravovat fedici fada a
jednu bilou - ta bude nakonec méiena.

Predem je nutné si rozmyslet rozlozeni vzorkl na desce a podle toho zacit s jeji pripravou. Nize
popsany postup je platny pro redéni vzorki pomoci dvojkové redici rady. V piipadé potieby
jiného stupné redénti je tfeba piisluSné upravit pipetované objemy do jednotlivych jamek. V
tomto ptipadé pamatujeme na vysledny objem vzorku v jamce. Redéni probiha piimo v desce
postupnym piepipetovavanim urcitého objemu z jedné jamky do druhé.

Cely experiment se bézné provadi v duplikatu (je samoziejmé mozné pouZzitijiny pocet
replikatii) - ve cvicenich budeme cely experiment provadeét jen jednou, pricemz kazdou
koncentraci budeme testovat v 5 opakovanich (kazda dvojice vyuzije pouze polovinu desky).

Tab. 1: MoZna podoba napipetované desky se vzorky:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

NC/SC|Nc/sc|pc  |pc  [NC/sc|Nc/sc

C1 C2 C3 C4 C5 NC/SC

C1 C2 C3 C4 C5 NC/SC

C1 C2 C3 C4 C5 NC/SC

C1 C2 C3 C4 C5 NC/SC

C1 C2 C3 C4 C5 NC/SC

C1 C2 C3 C4 C5 NC/SC

S (th o (a0 oo |

NC/SC|NC/SC|PC  |PC  |Nc/Sc|NC/SC

NC- negativni kontrola (2% roztok NaCl)

SC - rozpoustédlova (solvent) kontrola - (2% roztok NaCl) s pridavkem rozpoustédla

PC- pozitivni kontrola (standardné se pouziva roztok dichromanu draselného v koncentraci
EC50=53 mg/l = 18,7 mg/1 CrVl+)

C 1- C5- koncentrace vzorki

Pozn. 1. Je nutné mit na desce alespon 2 duplikaty negativni kontroly. Lepsi vSak je mit dvé jamky na
kazdém tadku a pro kazdy radek s nimi pocitat pro vypocet korekéniho faktoru pro dany radek (na jedné
desce jsou méreny vzorky pro 2 dvojice, NC/SC budete mit dohromady).

Na kazdém radku muze byt koncentrac¢ni fada jednoho vzorku nebo miiZe byt vzorek naredén do vice
radkd, je-li to potieba (hodné toxicky vzorek).

Nejvyssi koncentraci latky C1 si pripravte ve vialce smisenim zdsobniho roztoku vzorku a 2%
roztoku NaCl. Poté rozpipetujte C1 na desku dle schématu (300uL na jamku) a dalsi fedéni
pripravte opét s pouzitim 2% roztoku NaCl pfimo na fedici desce. Pro usnadnéni pace je mozné
pouzit multikanalovou pipetu.

Nezapomerite, Ze na desce musi ziistat jamKy s negativni kontrolou, bez vzorku. A také na to, Ze
je nutné pii poslednim Fedéni vzorku nevracet kapalinu z pipety zpét do jamek, ale vypustit ji
jinam (do odpadu). Pokud by se napipetovany objem v pipeté vratil zpét do jamek, tak by

v téchto jamkach byl dvojnasobny objem roztoku

Stejné jako u vzorku postupujeme u pozitivni kontroly (K»Cr.07, c=53 mg/1)

Ptipravenou desku ddme temperovat na 15°C po dobu 30 minut.

vvvvvv

vzorku/testované latky.
1. Roztok vzorku neobsahuje siil (NaCl)- v tomto pFipadé je nutné do vzorku pridat slany roztok, aby

vysledna koncentrace NaCl byla priblizné 2% (kvtili osmotické rovnovaze-). K tomuto uicelu se
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pouziva prakticky nasyceny roztok soli (32 %) - aby se vzorek co nejméné naredil. V tomto
pripadé se do jamky napipetuje 280 pL vzorku a ptida se 20uL koncentrovaného slaného
roztoku. Vysledny objem v jamce je tedy 300 pL. Pamatujte, Ze timto se vzorky natedi- nutno
zohlednit ve vypoctech!

2. Testovany vzorek byl pfimo pripraven za pomoci 2 % roztoku NaCl (tyka se latek, které jsou
k dispozici v sypkém nebo suchém stavu a pred mérenim se pripravuje roztok). V tomto pripadé
se do prvnich jamek napipetuje ptimo 300uLvzorku. - toto je varianta, kterou pouzivdme ve
cvicenf

Pozn. 3. Environmentalni vzorky se zkouseji co nejdrive po odbéru ¢i pripravé. Vzorek se diikladné
protfepe a je-li to nutné, homogenizuje. Vzorek by mél byt upraven na pH 7.,4 + 0.3.

Béhem 30 min temperovani edici desky si pripravime druhou (bilou-méftici) desku a do ni
napipetujeme 30 pL suspenze bakterii (byla naredéna a temperovana drive ).

Nyni mame ptipraveny vSechno potrebné a miizeme zacit s mérenim desky.

Expozice a méreni luminiscence
PouZijeme desti¢ckovy luminometr Biotech synergy TM umistény v chladici skiini v ptistrojové

laboratori.
&

Ptistroj se ovlada pomoci pocitacového programu Gen 5  sawzu

Otevireme testovy protokol mikrotox.prt (ve sloZce experiment) a umistime desku na ramecek
luminometru. Program spustime klikem na tla¢itko READ. Software ndas vyzve k uloZeni méteni.
Po uloZeni a odsouhlaseni kontrolnich oken deska zajede do pristroje a zméri se pocatecni
luminiscence bakterii. AZje zmérena kazda jamka, deska znovu vyjede z pristroje a na
obrazovce se objevi okno ,napipetujte vzorek” (Obr. 2). Pomoci multikanalové pipety
napipetujeme 120 pL vzorkii z prithledné desky do bilé desky k bakteriim. Davame ptitom
pozor, abychom vzorky néjak na desce neposunuli a tim jsme nezménili vysledky. Pokud
budeme pii pirepipetovavani vzorki postupovat od negativnich kontrol a nejziedénéjsich
roztoki k nejvys$sim koncentracim, neni potieba ménit Spicky.

Po napipetovani vzorki umistime bilou desku zpét do pristroje a odklikneme tabulku. Méreni
automaticky pokracuje po dobu 30- ti minut.

Po tiiceti minutach deska vyjede z pristroje a pomoci nastroje Power export (obr. 2) si nechame
vysledné luminiscence vyexportovat do Excelu.

Ziskana data poté vyhodnotime, spocitame vysledné inhibice a EC 50. Je vhodné z korekcnich
faktorli negativnich kontrol udélat primeér a ten dosazovat do vzorce inhibice luminiscence (viz
nize).

Pozn: Pii vypoctech koncentraci a fedéni nezapomeiite, Ze se vzorky v priubéhu piipravy

experimentu iedi suspenzi bakterii - v kroku nepipetovani z priihledné redici do bilé mérici
desky.
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;g Gen5 - Experiment1* [created from microtox.prt]

File Plate Protocol Take3 Window System Help
Y. d@lﬁ. W | = & =
4
File LY ! ‘ ‘
B am,/a Sle s
T' Protocol Matyix w + |5|-
1. E3 Plate1*
x A:d?t Trail Data: Read 1:Lum > Edit Matrix Read #:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Al 32 64 18 20 1 370 19 9 235 | 868 94 678
lkona Power export 2} 13 29 37 25 13 20 82 12 34 8 91 104
c 6 10 23 37 6 25 23 | 47 35 a7 18 -
| emRDOP22Interface [
Ikona READ (start) D 13 15 371 24 237 79 66 6
E | 2 | 4 | 1 s | 162 | 7 I\ napipetujte vzorek 193 | 43
F 15 29 37 17 13 12 30 10
G 13 19 6 32 25 3 12 1
M= ———
H | 260 38 84 22 13 37 13 16 144 9 12 10
[ e J[ ek ]

Obr. 2: Vytez obrazovky softwaru Gen5 pii méreni luminometrem. MiiZete vidét vySe popsané
ikony a okno vyzyvajici k napipetovani vzorki z jedné desky do druhé.

Vypocty

Nejdrive vypocitdme koeficienty piirozeného vyhasindni bioluminiscence pro jednotlivé ¢asy:

Re=1Ike / Iko

Ke kvantitativnimu vyhodnoceni se vypoctéte procentualni dbytek svétla (inhibici

luminiscence):

Inh%

= (Re.Io- 1) / (R 1o) . 100

Kde:
R:je koeficient prirozeného vyhasinani v Case t

Ik je intenzita bioluminiscence u kontroly v Case t
Iko je intenzita bioluminiscence u kontroly v ¢ase 0

Kde:
R:je koeficient prirozeného vyhasinani v ¢ase t

Ipje bioluminiscence v ¢ase 0
I; je namérena bioluminiscence v Case t

Vypocet ECso se provadi z kiivky davka-odpovéd'. K vypoctu doporucujeme pouZit
program GraphPad Prism, s jehoZ obsluhou jste byli seznameni v predchozich hodinach.

Ovéreni citlivosti
Zkous$ka se povazuje za platnou, pokud jsou splnény nasledujici podminky:
¢ Koeficient prirozeného vyhasinani R; se pohybuje v rozmezi 0.6-1.8
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e Referen¢ni roztoky (vSechny tfi pro zadsobni kulturu nebo pouze dichroman draselny pro
kazdy test) zptisobuji 20-80% inhibici po 30 minutach pro nasledujici koncentrace
standardnich latek:

3.4mg/L 3,5-Dichlorphenol
2.2mg/L Zn (1) 9.67 mg/L ZnS04.7H;0
18.7 mg/L Cr (VI) = 52.9 mg/L K»Cr,07
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Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia magna Straus (Cladocera,
Crustacea) - Zkouska akutni toxicity

Zpracovano podle CSN ISO 6341

Metoda stanoveni akutni toxicity chemickych latek, primyslovych odpadnich vod a povrchovych
nebo podzemnich vod pro Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea).

Princip
Zkouska je zaloZena na urceni koncentrace latky, ktera za 24 (48) hodin imobilizuje 50% jedincti
Daphnia magna vystavenych podminkam testu.

Pristroje a chemikalie
- automaticka pipeta + Spicky
- plastova kapatka
- testovaci desticka (30 jamek, objem jamky 10 mL)
- kadinky
- odmérny valec
- chemikélie na ptipravu média - chlorid draselny KCl, hydrogenuhlicitan sodny
NaHCOs3, chlorid vapenaty CaCly, siran hore¢naty MgS04
- pozitivni kontrola - dichroman draselny K,Cr;07

Podminky testu
- teplota: 20 + 2 °C
- délka expozice 24hod (48 hod.)
- fotoperioda 16h svétla/8 h tmy

Priprava experimentu a pracovni postup

Priprava média
Nejprve je tieba pripravit dostatecné mnozstvi média pro vsechny kroky postupu
experimentu.

Zasobni roztoky:
8,88g CaCl; se rozpusti v 1L destilované vody
4,93g MgS0, se rozpusti v 1L destilované vody
2,59g NaHCOs se rozpusti v 1L destilované vody
0,23g KClI se rozpusti v 1L destilované vody

- na 1L média se davkuje 25 mL z kazdého zasobniho roztoku, do odmérné barky 1L se
nalije ¢ast destilované vody, ptidaji se zdsobni roztoky a doplni se destilovana voda

- aeraci se roztok nasyti kyslikem (koncentrace kysliku by neméla klesnout pod 7 mg/L) a
zkontroluje se pH (7,8+0,2)
(médium budete mit pripravené)

Priprava organismii na test

Do experimentu se nasazuji jednodenni juvenilové, proto je potieba 1 den pted zaloZenim
experimentu vyclenit do specialni nadoby - kadinky (0.5L) s médiem nékolik gravidnich samic.
Toto preneseni samic do oddélené nadoby je impulsem k rozeni mlad’at.
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Priprava koncentracni rady testované latky

Redici Fadu testované latky (5 konc. bodii) pripravime v dostate¢ném objemu ve sklenénych
kadinkach. Latku postupné redime v médiu a pridavame-li latku (vzorek) v jiném rozpoustédle
nez ve vodé, tak je nutné dbat na to, aby ve vSech testovych variantach byla stejna koncentrace
rozpoustédla, maximalné vSak 0.5% v/v. Z kadinek potom napipetujeme po 10mL do kazdé
testové jamky na plastové testové desce dle doporuceného schématu. Na kaZdou koncentraci
pripada 5 opakovani, pricemz prvni jamka v radé slouzi jako jamka na oplach.

Jako pozitivni kontrola se pouziva standardni toxikant dichroman draselny (3.2 - 1.6 - 0.8 - 0.4
- 0.2 mg/L).

(... desku s pozitivni kontrolou zaloZi cvicici)

Nasazeni organismi do testu

Do jamKky na oplach preneseme kapatkem 20 jedinctli z nadoby s juvenily a poté prenasime po 5
jedincich do jednotlivych testovych jamek. Timto zabranime nezadoucimu natedéni testované
latky pii manipulaci s kapatkem.

Schéma desky:
A B C D
NC | NC/SC NC/SC NC/SC NC/SC NC/SC
1 C min C min C min C min C min
2
3
L T —
5 C max
Jamka na Testové
oplach jamky

Expozice a vyhodnoceni imobilizace

Desku s dafniemi nechame exponovat v kultivacni laboratori pri teploté 20 + 2 2C a svételném
rezimu 16h svétlo/8h tma.

Na konci zkusebni doby 24h (48h) se spocitaji mobilni jedinci v kazdé nadobé. Jedinci, ktef{
nebudou schopni se rozplavat za 15 s po mirném zamichani roztoku, se povazuji za
imobilizované, i kdyby dosud pohybovali tykadly.

Vysledky vcetné jakychkoli anomalii v chovani dafnii si zaznamename.

Vyhodnoceni vysledki a vypocty

Vysledky zaznamendme do Excelu a jednoduchym vypocétem urcéime % imobilizace

v jednotlivych opakovani. Pomoci softwaru Graphpad Prism stanovime u¢inné koncentrace
EC20, EC50, NOEC a LOEC.

X
%I = ------- *100
5
Kde:
X je pocet imobilizovanych jedinci
Platnost zkousky

Zkouska se povazuje za platnou, pokud jsou splnény nasledujici podminky:
- mortalita v kontrole na konci zkousky je < 10%

24h- ECso pro dichroman draselny je v rozsahu 0.6-1.7 mg/L
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DOMACI UKOL B3

Chemické vypocty, redici rady, planovani experimentu

Cil ukolu 1: Cilem tikolu je samostatné naplanovat experimenty dle navodi k jednotlivym

laboratornim dloham (str. 21, 26 a 31) a s uZitim informaci o vami vylosované latce
v souboru Biotesty_cv_latky.xlsx.

To znamena vypocitat potirebné navazky testované latky (znate molarni
koncentraci zasobniho roztoku), potfebné objemy jednotlivych koncentraci
testované latky, media, naplanovat pouZiti rozpoustédla a postup redéni.

Ukol ma posilit schopnost studentii samostatné planovat experiment a spravné
provést vSechny pripravné kroky vcetné zakladnich chemickych vypoct.

Vypracovat do: VSechny vypracované vypocty bud’ v MS Excel (doporu¢eno) nebo MS Word

Skupiny:

do CT 26.3.2015 na zuzana.tousova@seznam.cz; pokud preferujete praci s
tuzkou a papirem, poslete mi prosim nascanované obrazky vasich vypoctl a
nakresl nebo prineste papiry osobné do kancelare 332 (v piipadé rucni prace pisté
prosim cCitelné a prehlednég, diky)

ukol se odevzdava za dvojici

Presné zadani ukolu:

1.

2.

3.

Peclivé si prostudujte STUDIJNI MATERIAL 3 s navody k laboratornim tlohdm a
priloZenou tabulku s informacemi o vasi latce (Biotesty_cv_latky.xlsx)

VSechny biotesty budete provadét v 5-ti bodovych koncentra¢nich fadach s redicim
faktorem (DF) 2 nebo 5. Koncentrac¢ni rozsah urceny k testovani vcetné vSech 5
koncentracnich bodi ke kazdé latce a organismu je uveden v tabulce v radcich 21, 22 a
23.

Vasim tkolem je dle manudlu a tabulky k jednotlivym laboratornim dloham vypocitat
nasledujici:

* Ze znamé molarni koncentrace zasobniho roztoku vasi latky (fadek 19, zelené
v tabulce):

Vypocitejte:

A. Potiebnou navazku latky na 1 mL tohoto zasobniho roztoku

B. Jaky celkovy objem zasobniho roztoku o dané koncentraci
budete poti‘ebovat na pokryti potieb vsech experimenti
s piredepsanymi koncentra¢nimi rozsahy? Pocitejte s nejakou
rezervou

Odpovézte:
C. Jaké zvolite rozpoustédlo a proc?

* Priprava médii
D. Vypocitejte celkové objemy médii potirebné pro jednotlivé testy
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* Priprava redicich fad
E. Naplanujte si, jak budete latku fedit v jednotlivych testech -
vypocitejte pripravu piipadnych meziiedéni zasobniho
roztoku, objem piidavku zasobniho roztoku, objem

pirenaseny z vyssi koncentrace do nizsi piii postupném
Ffedéni v médiu, pridavek rozpoustédla (pokud je nutny)

Vzdy je potieba ptipravit o néco VETSI OBJEM PRO REZERVU!!!

* Kontroly
F. Definujte, jaké kontrolni varianty jsou pro jednotlivé testy
potieba, vypocitejte pridavek rozpoustédla do rozpoustédlové
kontroly (pokud je nutny)
G. Definujte, jaké blanky (slepé varianty) jsou v jednotlivych
testech potieba (pokud jsou nutné)

Vytvorte vzdy prehledny plan experimentu pro kazdy biotest - Fasy, dafnie a bakterie = celkem 3
(idealné kazdy na 1 listu v excelu). Kazdy tento plan by mél obsahovat body D-E-F-G.

Body A,B,C tykajici se pripravy zasobniho roztoku by mély byt shodné pro vSechny 3 biotesty -
stac¢i uvést pouze jednou. Uved'te cokoli dalsiho dtlezitého vas napadne - spravnych moznosti je
opravdu mnoho.

Pri vaSich dvahach se vzdy snazte experimenty planovat tak, abyste co nejméné plytvali
materidlem a chemikaliemi a vytvareli co nejméné odpadu. Je diilezité uvazovat:
* jaky minimdalni objem jsme schopni napipetovat = 2 uL
* jaké minimalni mnoZstvi jsme schopni navazit = 5 mg
» Kkolik zasobniho roztoku budeme celkem potrebovat
* jaky maximalni obsah rozpoustédla mliZzeme vnést do experimentalniho
systému, aby nedochazelo k vyznamnym negativnim uc¢inkiim = max 0.5%
W/v)
* nezapomente zvazit rozpustnost latky ve vodé - v piipadé Spatné
rozpustnosti ve vod€, pouzijte jako rozpoustédlo methanol (o adekvatni
Cistoté)
nékteré testy maji sloZzity postup a dochazi k sérii natedéni vzorku - pro vypocet spravného
postupu fedéni je dobré v téchto pripadech postupovat pozpatku

34



DOMACI UKOL B4

Vyhodnoceni vysledkii laboratorniho testovani

Cil ikolu B4: Cilem tkolu je spravné vyhodnotit vysledky 3 biotestli provedenych na cviceni -
inhibice rlstu ras, imobilizace dafnii, inhibice luminiscence bakterii Vibrio fischeri -
MICROTOX. Ukol 3 slouZi jako nezbytna piiprava kvypracovani protokolu o
laboratornim testovani latky.

Vypracovat do: Vase vyhodnoceni v MS Excelu a Graphpadu posilejte do ¢tvrtka 9.4.2014
23:59 na zuzana.tousova@seznam.cz

Skupiny: prace ve dvojici = ikol odevzdava kazda dvojice pro svou latku

Presné zadani ukolu:
1. Peclivé si prostudujte STUDIJNI MATERIAL 3 - navody k laboratornim tiloham a

postupy vyhodnoceni vysledki jednotlivych biotesti

2. Vytvorte si soubor v Excelu, kde kazdy biotest bude mit sviij vlastni list a na tomto
listu proved’te vSechny Upravy a vypocty k danému biotestu.

3. Kazdy tento list by mél byt prehledny a obsahovat tyto informace:

Hlavic¢ka - datum zaloZeni, datum ukonceni experimentu, nazev a CAS cislo latky, testované
koncentrace, rozpoustédlo, co je negativni, pozitivni (rozpoustédlova) kontrola

Primarni (surova) data - zcela pivodni, naméfrend, nijak nezménéna data

Upravena data + vypocty = vSechny dalsi operace s daty - vypocty primért, smérodatnych
odchylek, rastovych rychlosti, % inhibice apod. Pokud néjakou hodnotu vylucujete jako odlehlou
- prosim vyznacte to ve vasSich datech.

Grafy - zavislost odpoveédi (sledovaného parametru) na koncentraci testované latky vcetné:
popiski os = hodnoty a kategorie (NC, SC, PC, koncentrace latky), chybovych tsecek znacicich
smérodatnou odchylku

PoznamKy -pokud se vam prihodila néjaka chyba, pozorovali jste néco zvlastniho nebo
vysledky vychazi divné, napiste to do kolonky poznamky v Excelu (uved’te prosim i vase
domnénky, proc).

POZOR: P postupu vasSich vypocti a dprav zachovejte hodnoty pro vsechna opakovani.
NEredukujte si na zac¢atku vase namérené hodnoty pouze na priimér z opakovani, se kterym dal
pocitate. V dalSim kroku je potieba do Graphpadu zadat konecné vysledky pro vSechna
opakovani k logaritmu kazdé koncentrace.

Vytvorte si soubor v Graphpadu a v ném tabulku s vyslednymi daty pro kazdy biotest. Kazdou
tabulku pak analyzujte tak, abyste ziskali hodnoty IC50, 1C20, LOEC a NOEC. Postupujte dle
navodu a instrukci Dr. Jiftho Novaka.
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BLOK 4

Termin: PO 13.4.2015: 14-16 max. 2 hodiny, RCX-2

Obsah:
Diskuze Feseni tikolu B4, dotazy,naméty na zlepSeni pro zpracovani protokold

Zadani ukolu B5

Priprava na blok 4:
Podrobné a peélivé pro¢ist STUDIJNI MATERIAL 3 - Navody k laboratornim tloham (fasy,

dafnie, Microtox); (Str.21)
Vypracovat a odevzdat DOMACI UKOL B4 do CT 9.4. (zadani na str. 35), vysledna data mit
pripravena na blok B4

Ukoly navazujici na blok 4:
DOMACI UKOL B5 (zadani na str.37)do CT 30.4.2015 na zuzana.tousova@seznam.cz
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DOMACI UKOL B5

Zpracovani souhrnného posudku o toxicité latky

Cil dkolu B5: Cilem tkolu je vypracovat souhrnny posudek o toxicité vylosované latky, tzn.
shrnout a zpracovat vSechna doposud ziskana data, vyuzit dalsi informacni
zdroje a vSe smysluplné interpretovat v jednom souhrnném dokumentu.

Na zakladé vaSeho souhrnného posudku si ptripravte prezentaci na 10 minut o
vami vylosované latce. Prezentace vaseho projektu probéhne v pondéli
11.5.2015: 15-16:30

Vypracovat do: Vas souhrnné zpracovany dokument - posudek o toxicité vylosované latky v MS
Word zasilejte na zuzana.tousova@seznam.cz do ¢tvrtka 30.4.2015

Skupiny: prace ve dvojici = dkol odevzdava kazda dvojice pro svou latku

Presné zadani ukolu:
Vytvorte souhrnny dokument o toxicité vami vylosované latky, ktery bude obsahovat tyto dilci
Casti:

1. vSeobecné informace o vasi latce - reSerse

2. vysledky laboratorniho testovani

3. SSD model

4. celkové shrnuti a interpretace vysledkt, srovnani lab. vysledkti a SSD modeli

Detailni informace ke zpracovani jednotlivych casti:

1. ReSerse informaci o latce
Vyuzijte internet k dohledani zakladnich informaci o vasi latce. K ¢emu se pouziva, jaky je jeji
soucasny legislativni status, v jakych koncentracich se mlze vyskytovat v Zivotnim prostredi,
jaké jsou pripadné toxikologické ucinky latky pro ¢lovéka a jiné organismy i nejriznéjsi
zajimavosti.
Tato Cast slouzi predevsim pro vas vlastni prehled a zavére¢nou prezentaci. Informace, které
dohledate, vam také pomohou pii interpretaci vasich vlastnich vysledkt. Budete-li uvadét
jakékoli dohledané informace o latce ve vasem zavérecném posudku, nezapomerite zdroje radné
citovat.
Tato ¢ast by méla byt v rozsahu -1 stranka A4 (neni to zasadni ¢ast vasi prace, nad timto
nemusite travit prili§ mnoho ¢asu).

2. Vysledky laboratorniho testovani

Ve dvojici jste provedli laboratorni testovani vasi latky na 3 modelovych organismech - na
bakterii Vibrio fischeri, zelené fase Raphidocelis subcapitata a hrotnatce Daphnia magna (BLOK
3) a vyhodnotili vysledky (DOMACI UKOL B4). Nyni zpracujete souhrnny protokol o
laboratornim testovani, ktery by mél ke kazdému biotestu obsahovat tyto nalezitosti:

Hlavicka Datum zaloZeni, datum ukonceni, jména studenti - pro kazdy experiment
zv]ast

Princip tlohy Kratky strucny popis principu metody na zakladé lab. manualu

Postup Kratky strucny popis postupu

Vysledky Tabulka hodnot (tabulka je podkladem grafu) - pro kazdy endpoint (soucasti
tabulky by mél byt primér, smérodatnd odchylka, CV% pro
kazdou koncentraci a kontrolu)

Graf v Excelu - pro kazdy endpoint - spojnicovy se znackami, na ose x -
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koncentrace jako kategorie, na ose y odpovéd (%) + SD - pékny,
prehledny, smysluplny

Graf v Graphpadu pro kaZzdy endpoint - na ose x log koncentrace na ose y
odpovéd (%I) + SD, pro zobrazeni proloZeni vasich vysledki
sigmoidni krivkou davka-odpoveéd

Vysledné hodnoty IC (EC,LC) 50 a 20; NOEC, LOEC - pro kazdy endpoint
(pokud lze spocitat, pokud nelze kratce popsat proc)

Diskuze a
zavery

Strucny slovni popis = interpretace vysledku. Dilezité je uvést vSechny
okolnosti, zajimavosti a pozorovani, které mohly néjakym zpiisobem ovlivnit
vaSe vysledky.

3. Sestaveni modelu SSD pro vasi latku

Pokud stale nerozumite teorii SSD, pak si prectéte znovu pire¢téte STUDIJNI MATERIAL 1 a 2
(str.7 a 15)

A. Tvorba databaze pro SSD model

Postup je viastné tentyz, jaky byl v DOMACIM UKOLU 1 pro karbofuran. Misto karbofuranu déldte
databdzi pro vasi vylosovanou ldtku. Postup niZe uvedeny je pro zopakovdni, ale je navic doplnény
o néjaké véci, ve kterych jste nejcastéji chybovali, takZe bude dobré ridit se jim ridit.

1. Vytvorte prvni tabulku v Excelu, kde budou vSechna akvaticka data ziskana z databaze
US-EPA ECOTOX (http://cfpub.epa.gov/ecotox/) a to pro vasi vylosovanou latku.
Chceme pouze hodnoty EC50/1C50/LD50/ED50/LC50/ID50 (nevadi, kdyz u nich bude
hvézdicka). Vyznamy riznych zkratek kontrolujte zde v codelistu:
http://cfpub.epa.gov/ecotox/blackbox/help/codelist.pdf.

2. Ktabulce si pridejte 4 nové sloupce: "zména jednotek”, "¢istota", "duplikaty”,
"poznamky". Pridejte si je predtim, neZ pouZzijete filtr! Jinak se vam tyto sloupce do
filtru nezahrnou a to bude pozdéji zdrojem chyb!

3. Vtéto prvni tabulce pomoci filtru ponechte vybrané pouze:
a) akutni testy toxicity ("Exposure duration" 1 az 7 dni)

b) efekty, které maji pfimy vliv na zménu abundance a sloZeni spolecenstvi organismi

jako "Effect": MORT, POP, GRO, ITX (vzdy je nutné zkontrolovat jesté "Effect
Measurement" , jestli nejde o néjaky nechtény efekt). Efekty REP a PHY musime
VZDY posoudit podle "Effect Measurement". Je zde tfeba trochu premyslet a
pouzivat codelist !

c) Typ expozice environmentalné relevantni ("Exposure Type" tedy napft. E, P, R, S, atd.

I ne napft. I, GV, ID, atd). Pokud zde narazite na ,NR“ nebo ,,NC“ idaj (tzn. Ze typ
expozice neni znamy), pak jsou dvé moZnosti. Pokud se jedna o rostlinu nebo
bezobratlého, pak takovy zaznam bereme jako pouzitelny pro tvorbu SSD modelu a
do databaze patii. Pokud se jedna o obratlovce, je potieba najit ¢lanek, ze kterého
byl udaj prevzaty a typ expozice zkontrolovat (a podle toho tildaj bud’ vyradit nebo
ponechat).

d) Cistota testované latky >= 90% ("Conc 1 Type (ug/L)" tedy viechna A plus takova F

(¢i ,NR“ ¢i ,NC“), u kterych po kontrole na http://cfpub.epa.gov/ecotox/ zjistite
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4,

5.

B.

Cistotu alespoii 90 %). Pozor na data ziskana testovanim ptipravki jako (v
komentari v online databazi je uveden néjaky nazev pripravku) - tato jsou
nevhodna! Co znamenaji zkratky v komentatich najdete v Codelistu (napft. zkratky
G, CO, FO, PU, TC, ...) - zkratka miZe znamenat, Ze latka je vhodna i nevhodna. Napf-.
TC znamena technicka kvalita a tento idaj se pouzit miiZe, stejné jako CO ¢i PU.
Naopak napft. C ¢i FO je nevhodné. Nazvy pripravki si miiZete vygooglit - abyste
védéli, o co se jedna. Cistotu dat, kterou jste kontrolovali, si poznamenejte do
sloupce "Cistota". Pokud jste Cistotu nedohledali ani v online databazi a mate malo
dat pro tvorbu SSD modelu (tj. méné nez 15 druhi), tak vyhledejte ptivodni ¢lanek a
Cistotu dohledejte v ném (podle selského rozumu zvaZte, jestli hodnotu pouZit nebo
ne).

e) "Conc 1 (ug/L)" takova, aby to byly jasné hodnoty (" Conc 1 Op (ug/L)" nesmi byt "<"
¢i">").Pokud je "Conc 1 (ug/L)" uvedena jako NR, potom ji vypocitame jako priamér
minimalni a maximalni koncentrace ("Conc Min 1 (ug/L)" a "Conc Max 1 (ug/L)").

f) Vsechny jednotky ("Conc Units (ug/L)") preved’te spravné na jednotky ug/1!!! Do
specidlniho sloupce "zména jednotek” si poznacte, Ze jste jednotky prevedli (vCetné
ptivodniho nepievedeného cisla).

g) Hodnoty ve vzniklé databazi zkontrolujte a do sloupce "duplikaty" oznacte duplicitni
hodnoty (tzn. hodnoty, které jsou tplné stejné pro stejny druh a pochazi od stejného
autora) a do sloupce "poznamky" podezielé hodnoty (podezrele vysoké nebo nizké).
Tyto hodnoty se také nebudou pro SSD model pouZivat.

Vytvoite druhou tabulku (do nového listu), ve které budou zkopirovana jiz data vhodna
pro SSD model
Vytvorte treti tabulku (opét v dalsim listu), ve které jiz budou pouze tii sloupce:

1. sloupec: Druhovy nazev organismu (latinsky)

2. sloupec: Taxonomicka skupina, do které patii

3. sloupec: Geometricky primeér z hodnot EC50 (LD50, IC50 atd.) pro tento organismus
(pouzijte excelovskou funkci "geomean" - nezapomeiite vsak konec¢né hodnoty v tabulce
ulozit jako ¢isla, ne jako funkci, jinak to pozdéji bude zlobit a nebude to fungovat).

Tvorba SSD modelu

Postup je stejny, jako jste si vyzkousSeli na cviceni. Jako vystup od vds poZadujeme 4 modely SSD
(model pro vsechny druhy, model pro primdrni producenty, model pro bezobratlé a model
pro obratlovce) véetné obrdzkii grafii, vysledkii z testii normality, hodnot priiméru a sméerodatné
odchylky a hodnot HC5.To vsSe uloZené napr. ve Wordu (miiZete pouZivat printscreen). Ke kaZdému
modelu také napiste krdatky komentdr - jestli je rozloZeni dat normdlni (jednak podie testti
normality a jednak podle pohledu na grafy) a pokud ne, tak mozny diivod, jestli jsou zde néjaké
zretelné nejcitlivejsi taxonomické skupiny a pokud ano, tak jaké a pro¢ (pokud ne, tak také mozny
diivod) a jestli je model zaloZen na dostatecném mnoZstvi dat.

Pokud pro néktery z modelii nebudete mit Zddnd data nebo tak mdlo, Ze software ETX vdam jej
odmitne vytvorit, napiste pouze komentdr bez modelu.

1.

w

Stahnéte si ETX 2.0 z

http://www.rivm.nl/rvs/Risicobeoordeling/Modellen voor risicobeoordeling/ETX 2 0
Oteviete si ETX 2.0

Otevrete si vasi vytvorenou databazi v excelu (budete pouzivat tireti - finalni tabulku).
Zkopirujte do "Input toxicity data" (v ETX softwaru) vaSe hodnoty a vytvorte zakladni
model pro vSechny druhy. Je vyhodné si jednotlivé hodnoty do sloupce ,label” oznacit
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podle taxonid (napf. ,PP“ pro primarni producenty, ,B“ pro bezobratlé a,0“ pro
obratlovce) a v Tools = Labels nastavit barevné odliseni taxont v grafu. Vystupy modelu
si ulozte (graf, vysledky testi normality, hodnoty priméru, smérodatné odchylky a HC5)
do wordu a okomentujte.
5. Vytvorte si dalsi ti SSD modely pro:
a. Rasy a rostliny (tj. primarni producenti)
b. Bezobratlé
c. Obratlovce
6. Opét si vystupy modeld ulozte (graf, vysledky testli normality, hodnoty priméru,
smérodatné odchylky a HC5) do wordu a okomentujte.
a.  Porovnejte tyto rizné SSD modely:
b. Jaka taxonomicka skupina je nejcitlivéjsi? Pokud jsou vSechny citlivé podobné, tak
proc?
c. JevevSech taxonomickych skupinach dostatek hodnot pro tvorbu SSD modelu?
d. Jsou data ve skupiniach normalné rozloZena (splnila testy normality)? A proc?
Jsou testy normality ve skupinach lepsi nez testy normality pro cely soubor? Proc¢?

®

4. Srovnani dat ziskanych z laboratornich cvi¢eni s vasimi SSD modely;
souhrnna interpretace

Srovnejte vase hodnoty ziskané z laboratornich testii s modely SSD, které jste vytvorili:

Jsou vase namérené EC50 hodnoty srovnatelné s SSD modely? (Napf. Je hodnota EC50 pro rasy
podobna hodnotam pro primarni producenty v SSD?) Pokud ne (napt. o hodné vyssi nebo nizsi),
tak ¢im to miize byt zptisobeno? Vérite vic vasim vysledkiim nebo vysledkim z databaze a SSD
modelu? A proc¢? Zkuste se trochu rozepsat o moZnych nejistotach, jak vasich laboratornich
testy, tak SSD modelu.

VysSel vam v laboratornich testech jako nejvice citlivy (nejmensi hodnota EC50) organismus,
ktery ma byt nejvic citlivy (napf. primarni producent pro herbicid a bezobratly pro insekticid)?
Pokud ne, tak zkuste napsat, proc.

V jednom zavérecném odstavecku popiste celkové shrnuti vSech vasich poznatki o toxicité latky
vcetné vaseho ndzoru o rizicich, kterd vase latka mtze predstavovat pro vodni ekosystémy. Jisté
nemate Uplné€ vSechny informace, ale na cvicenich si urcit¢ mizeme dovolit toto zanedbat, proto se
pokuste uvést néjaké vase vlastni stanovisko k vasi latce — ohledné uziti, rizik pro vodni ekosystémy,
legislativnich opatfeni, dostupnosti dat, potieby dalsiho vyzkumu atd. Cilem je, abyste si vyzkouseli
interpretaci vasich vlastnich poznatkl a informaci z databazi ¢i literatury.
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BLOK 5

Termin: PO 11.5.2015: 16-17:30, 1.5 hod

Obsah:

Prezentace celosemestralnich projekti - posudki toxicity vylosovanych latek na zakladé
integrace laboratornich vysledki a dat z SSD modelt

Diskuze

Priprava na blok 5:

Odevzdany, opraveny a schvaleny DOMACI UKOL B5 - termin odevzdani pondéli 11.5.2015:
15-16:30

Zpracovani ukolu B5 je mozné po odevzdani individualné konzultovat v tydnu 4.5-7.5.2015
vzdy 8-16:30, po piredchozi domluvé (zuzana.tousova@seznam.cz, kancear 332)

Pripravte si prezentaci o vasi vylosované latce na 10 minut - po dvojicich

Ukoly navazujici na blok 5:
Zadné

41



BLOK 6

Termin: ST 25.3.2015: 11-13, 2 hod.

Obsah:
Zalozeni kontaktniho ptidniho biotestu s chvostoskoky

Priprava na blok 6:

Prre¢tete si STUDIJNI MATERIAL 4 - Navod k provedeni ZkousKy inhibice reprodukce
s chvostoskokem Folsomia candida (Str. 43)

Vypracovat DOMACI UKOL B6 do pondéli 23.3.2015 - zadani na str. 45

Ukoly navazujici na blok 6:
Z4dné
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STUDIJNI MATERIAL 4

Zkouska inhibice reprodukce s chvostoskokem Folsomia candida
Zpracovano podle normy ISO 11267 (1999)

Cilem ulohy je naucit se postup ptidniho biotestu, ktery hodnoti vliv kontaminace ptid na
prezivani a reprodukci chvostoskoka Folsomia candida. Tento biotest 1ze pouZit pro hodnoceni
ekotoxicity chemickych latek (pesticidy, hnojiva), realné kontaminovanych ptd, vytéZenych
sedimenti a hlusiny, kalti z Cistiren odpadnich vod, odpadd, suti a drti a dalSich pevnych matric.

Princip testu

Synchronizovana kultura chvostoskoki F. candida je exponovana po dobu 28 dnii testované
latce (kadmium) v artificialni pidé. Na konci testu se hodnoti mortalita dospélych jedinct a
reprodukce.

Pristroje a chemikalie
synchronni kultura chvostoskokl
artificialni ptida s pH 6 + 0.5 ovlh¢end na 50% WHC ve varianté bez kadmia - kontrola a
ve varianté s 800 mg/kg kadmia)
sklenicky na testy (cca 150 mL), folie, gumicky
suSené kvasnice, exhaustor, Stétecek, miska s mi-izkou na vyhodnocovani testu
inkoust
vahy s presnostina 0.1 g
inkubac¢ni mistnost nebo termostat
bézné laboratorni sklo a pomticky - kadinky, filtracni papir, papirové ubrousky, 1zicky,
pasteurky, fixy, nizky, stricky s vodou, pryZové rukavice, laboratorni plasté

Priprava experimentu

Zalozeni chovu

Kultura chvostoskokti F. candida se chova v plastovych krabickach nebo na Petriho miskach na
smeési aktivniho uhli a sadry. Sadra a aktivni uhli se smicha v poméru cca 9 :1. Do misky se nalije
trochu vody a ptrida mix aktivniho uhli a saddry tak, aby se vytvorila na dné souvisla vrstva.
Ptipravené misky se nechaji nékolik hodin zaschnout. Do substratu se vytvoii ostrym
predmétem nékolik ryh (pro kladeni vajicek). Doprostred misky se pak prida Spetka suSenych
kvasnic (drozdi) a ovlh¢i destilovanou vodou. Ze starsich chovii se prida na misku pomoci
exhaustoru cca 40 stiredné velkych chvostoskokt. Miska se dobie uzavre a popiSe. Chov se
uchovava pti 20 + 2 °C. Chov je nutné kviili pevné uzavienym nadobam vétrat jednou tydné, kdy
se také kontroluje vlhkost substratu a piidava Spetka kvasnic. Optimalni vlhkost se pozna tak,
Ze Cerny substrat je lehce matny ne leskly a po pokapani vodou se tato pomalu vsakuje.

Synchronizace chovii

Do testi se pouzivaji 10 - 12 dni stafi juvenilni chvostoskoci. Na novy substrat (sadra s aktivnim
uhlim v poméru 9:1) premistime pomoci dechového exhaustoru vétsi jedince (= zaloZeni
synchronizace). Pfemisténi chvostoskoki na novy substrat obvykle spousti ovipozici. Po 2
dnech dospélé jedince odstranime a v kultiva¢ni nadobé ziistavaji jen vajicka (zkontrolujeme
pod binokularem). Pockame na vylihnuti vajicek a poté, co se objevi prvni juvenilové,
odpocitame 10 - 12 dni.
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Priprava artificialni piady
Artificialni ptida dle norem OECD a ISO ma sloZeni:
10% vysuSena raSelina presata a homogenizovana pies 2 mm sito
20% kaolinovy jil s obsahem kaolinitu minimalné 30%
70% kiremenny pisek s minimalné 50% zrn 0.05 - 0.2 mm
CaCos se pridava tak, aby vysledné pH (KCI) bylo 6 + 0.5

Maximalni vodni kapilarni kapacita pidy

Maximalni vodni kapilarni kapacita plidy (WHCnax dle angl. Maximum Water Holding Capacity)
je stav, kdy je ptida schopna v prirozeném ulozeni udrzet v kapilarnich pérech nejvétsi
mnozstvi vody. Vyjadruje se v jednotkach objemu vody na gram suché zeminy. Procentualni
vyjadireni WHC znamena kolik procent nasyceni ptidy vodou - maximalni WHCnax (100% WHC)
- je pozadovano. Vlhkost artificialni piidy do testu s chvostoskoky je idealni cca 50% WHC.

Postup testu

Zalozeni testu:

- Do sklenénych nadobek na test navazte po 30 g plidy (2 opakovani od kazdé
koncentrace i kontroly).

- Napovrch pidy dejte Spetku kvasnic.

- Ze synchronizovaného chovu pomoci exhaustoru odeberte 10 juvenill (davejte pozor
na spravny pocet!) a vyklepte je do testovaci nadobky s ptidou.

- Nadoby uzavrete vicky a poté zvazte.

- Nadoby umistéte do inkubaéni mistnosti (teplota 20 * 2 °C).

- Kazdy tyden nadoby zvazte a porovnejte vahu s plivodni. V pripadé ubytku vahy doplnte
vodu.

- Kazdy tyden dosypte Spetku kvasic.

Vyhodnoceni testu:
Po 28 dnech vyhodnotte mortalitu a reprodukci pomoci flota¢ni metody.
Do testovaci nadobky nalijte vodu z kohoutku a opatrné promichejte do rovnomérné
suspenze pomoci Stétecku.
Poté beze zbytku prelijte suspensi do pocitaci nadoby (zbytky piidy miiZete vyplachnout
nékolikerym vymytim vodou).
K suspenzi kapnéte par kapek inkoustu a opét opatrné zamichejte Stéteckem.
Pocitaci misku vlozte do fotografické komory a vyfot'te vodni hladinu digitalnim
fotoaparatem.
Nataveni fot'dku: po zapnuti nastavte foceni na auto, v pfedni ¢asti fotaku zmacknéte
tlacitko pro makro (symbol kyticky) a fotografovani bez blesku (symbol preskrtnutého
blesku).
Na fotkach spocitejte pocet dospélct a juvenili.
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DOMACI UKOL B6

Otazky k provedeni zkousky inhibice reprodukce chvostoskoki
Folsomia candida

Cil dkolu B6: Porozuméni principu provedeni pidniho biotestu s chvostoskoky Folsomia
candida

Vypracovat do: Zodpovézené otazky v MS Word zasilejte do pondéli 23.3.2015 na
zuzana.tousova@seznam.cz

Skupiny: prace ve dvojici — ukol odevzdava kazda dvojice pro svou latku

Piresné zadani ikolu:
Zodpovézte tyto otazky:
1. Jak se provadi synchronizace chovu chvostoskoki?
Jak dlouho pied zaloZenim testu je tieba synchronizaci provést?
Proc se synchronizace chovu provadi?
Cim se chvostoskoci béhem testu krmi?
Proc je dulezité testové nadoby pravidelné vazit?
Jak dlouho trva reprodukéni test s chvostoskoky?

AL
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BLOK 7

Termin:CT 23.4.2015: 9-11. 2 hod.

Obsah:
Ukonceni kontaktniho ptdniho biotestu s chvostoskoky.
Zadani ukolu B7

Priprava na blok 7:
Piectete si znovu STUDIJNI MATERIAL 4 - Navod k provedeni Zkousky inhibice reprodukce
s chvostoskokem Folsomia candida (Str. 43)

Ukoly navazujici na blok 7:
DOMACI UKOL B7 do ¢étvrtka 7.5.2015, zadani na str. 47
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DOMACI UKOL B7

Vypracovani protokolu k ptidnimu biotestu s chvostoskoky Folsomia

candida

Cil dkolu B7: Vyhodnoceni a interpretace vysledki ptidniho biotestu s chvostoskoky Folsomia

candida

Vypracovat do: Vypracovany ukol v MS Word zasilejte do ¢tvrtka 7.5.2015 na

zuzana.tousova@seznam.cz

Skupiny: prace ve dvojici — ukol odevzdava kazda dvojice

Presné zadani ukolu:

Podélte se s ostatnimi dvojicemi o vysledky piidniho biotestu tak, abyste méli pro vypracovani
protokolu vysledky vsech testovanych koncentraci kadmia. Poté vypracujte protokol o
laboratornim testu s nasledujicimi naleZitostmi (obdobné jako v DOMACIM UKOLU B5):

Hlavicka Datum zaloZeni, datum ukonceni, jména studenti

Princip ulohy Kratky strucny popis principu metody na zakladé lab. manualu

Postup Kratky strucny popis postupu

Vysledky Tabulka hodnot (tabulka je podkladem grafu) - pro kazdy endpoint (soucasti
tabulky by mél byt primeér, smérodatna odchylka, CV% pro
kazdou koncentraci a kontrolu)

Graf v Excelu - pro kazdy endpoint - spojnicovy se znackami, na ose x -
koncentrace jako kategorie, na ose y odpovéd (%I) + SD - pékny,
prehledny, smysluplny

Graf v Graphpadu pro kazdy endpoint - na ose x log koncentrace na ose y
odpovéd (%I) + SD, pro zobrazeni proloZeni vasich vysledki
sigmoidni kfivkou davka-odpovéd

Vysledné hodnoty IC (EC,LC) 50 a 20; NOEC, LOEC - pro kazdy endpoint
(pokud lze spocitat, pokud nelze kratce popsat proc)

Diskuze a Struc¢ny slovni popis = interpretace vysledku. Dilezité je uvést vSechny
zaveéry okolnosti, zajimavosti a pozorovani, které mohly néjakym zplisobem ovlivnit

vasSe vysledKky.
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