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Laboratorni praktikum padni ekotoxikologie

1 Cile praktika

Cilem tohoto praktika je naudit vas postupy péti pudnich ekotoxikologickych testu, které se
dnes stavaji nenahraditelné pfi hodnoceni chemickych latek, pesticidd, hnojiv, odpadu, kald,
kontaminovanych pld a sedimentld. Postupy, s nimiz se seznamite, vychazi z nasledujicich
standardu a reflektuji dosavadni zkuSenosti vyzkumnikd centra RECETOX s nimi.

v' 1SO 11268-1 (1993): Sail quality. Effects of pollutants on earthworms (Eisenia fetida) -
Part 1: Determination of acute toxicity using artificial soil substrate. International
Organization for Standardization, Geneve, Switzerland.

v 1SO 11268-2 (1998): Sail quality. Effects of pollutants on earthworms (Eisenia fetida) -
Part 2: Determination of effects on reproduction. International Organization for
Standardization, Geneve, Switzerland.

v/ OECD Test No. 222 (2004): Earthworm reproduction test (Eisenia fetida/andrei).
OECD Guidelines for the Testing of Chemicals. Organisation for Economic
Cooperation and Development, Paris, France.

v' ISO 11267 (1999): Soil quality. Inhibition of reproduction of Collembola Folsomia
candida) by soil pollutants. International Organization for Standardization, Geneve,
Switzerland.

v’ 1SO 16387 (2004): Soil quality. Effects of pollutants on Enchytraeidae (Enchytraeus
sp.) - Determination of effects on reproduction and survival. International
Organization for Standardization, Geneve, Switzerland.

v' OECD Test No. 220 (2004): Enchytraeid reproduction test. OECD Guidelines for the
Testing of Chemicals. Organisation for Economic Cooperation and Development,
Paris, France.

v 1SO 11269-1 (1993): Soil quality: Determination of the effects of pollutants on soll
flora — Method for the measurement of inhibition of root growth. International
Organization for Standardization, Geneve, Switzerland.

v' ASTM Standard E 2172-01 (2001): Standard guide for conducting laboratory soil
toxicity with the nematode Caenorhabditis elegans. Annual Book of ASTM Standards
11:1606 - 1616.

Prostudujte si v3echny navody a také pokyny k bezpecné praci v laboratofich pred
zapocetim vlastniho praktika. Material a metody si projdéte, ale nemusite jim vénovat pfilis
pozornost, vSe pro vas bude v laboratofich nachystano.

Béhem praktika si délejte poznamky a zapisujte zejména vSechny detaily k provadénym
postupum a vysledkim. Kdykoliv néco nevite, zeptejte se vyucujicich a pamatujte na Uslovi
~dvakrat méF a jednou fez"“. Nékteré Casti uvidite pouze demonstrativné, avSak hlavni ¢ast —
vlastni testy toxicity - budete po zaSkoleni do jednotlivych metod provadét samostatné.

Na konci cvi¢eni odevzdate protokoly z celého cvieni, na zakladé nichZz a na zdkladé vasi
dochéazky do praktik dostanete zapocet. Protokoly odevzda kazda skupina (ne jednotlivci) pro
vSechny provadéné testy. Protokol musi obsahovat: 1) nazev, seznam studentd ve skuping,
kratkou Gvodni ¢ast, 2) struény popis postupu, kde dat duraz zejména na rozdily oproti
postupum v téchto navodech, 3) vSechny vysledky skupiny prehledné usporadané do
tabulek, 4) zpracované vysledky (skupiny, Ci pfipadné i vysledky ostatnich skupin) —
priméry, SD, RSD, grafy davka-odpovéd, odhad NOEC, LOEC, LC50 a EC50, 5)
Interpretace vysledkl, mozné pfi¢iny chyb, odchylek, zavér.
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2 Bezpeénost prace v laborato i
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Nasledujici pokyny nenahrazuji pokyny zavazné vramci Univerzity a Fakulty
(http://www.rect.muni.cz/nso/, zejména cast vénovana BOZP a chemickym latkam), jste
povinni si je prostudovat a dodrzovat je.

V laboratofi se smite pohybovat pouze, jste-li oble€eni v laboratornim odévu (tj. plast a pfi
delSim pobytu i laboratorni kalhoty a koSile). S pudou, chovnymi substraty a chemickymi
latkami pracujte pouze v pryzovych rukavicich.

Do laboratofe si nenoste obleceni ani zavazadla, nechte je k tomu uréené Satné. V laboratofi
nesmite konzumovat jidlo, pit napoje a koufrit.

Pfed zapocetim praci v laboratofich budete seznameni, kde jsou prostfedky prvni pomoci a
hasici pfistroje. Tato mista si zapamatujte.

Pred vlastni manipulaci s chemickymi latkami a kontaminovanou puadou budete upozornéni
vyu€ujicim na pfipadna rizika, zplsob manipulace a osobni ochrany zdravi. | pfesto si mizete
prostudovat bezpecnostni pokyny k témto latkdm v nékteré z internetovych databéazi (napf.
http://www.sci.muni.cz/php/eurochemnet/; www.atsdr.cdc.gov; www.inchem.org;
www.tera.org/iter; www.piskac.cz/ETD; extoxnet.orst.edu; toxnet.nlm.nih.gov)

Se vSemi chemikaliemi nakladejte tak jak to uvadi pokyny na etiketach latek plus pokyny
vyucujiciho a Udaje ziskané z toxikologickych databazi.

Studentky v jiném stavu nesmi navstévovat praktika.
Pri pipetovani vyuzivejte mikropipet ¢i sklenénych pipet s nasadci a nikdy nepipetuje Usty.

Odpady ze cviceni obsahujici chemické latky likvidujte zplsobem dle pokynd vyucujiciho.
Nikdy je nevylévejte do vylevky a neodhazuje do koSe. Kontaminovanou pldu ukladejte do
uréenych nadob.

Co nejdfive po praci umyijte veSkeré pouzivané sklo nalezitym zplasobem (napf. detergent
lazen, horka voda, destilovana voda, suSarna) a vratte je na své misto. Plasty dle pokynu
vyucujiciho bud vyhazujte do odpadud, nebo umyvejte. Stejné tak dalSi material a pom(icky po
praci vracejte na své misto.

PFi Urazu jste povinni jej nahlasit vyucujicimu.
S pfistroji zachazejte opatrné a podobné také se sklem - vzdy Iépe pomalu a promysSlené, nez
rychle a bez uvazeni.

P¥i praci s potencialnimi patogennimi mikroorganismy (E. coli v kultufe hlistic a hndj v chovech
Zizal - tetanus) vénuijte zvySenou pozornost své ochrané formou rukavic a myti rukou po praci.

Pfi rozsypani nebo rozliti Skodlivé latky ihned informujte vyucujiciho a okamzité zajistéte jeji
zneSkodnéni.

PFi potfisnéni kGize ziravymi latkami co nejdfiv zacnéte oplachovat postizené misto dostatkem
teplé vody (asi 30 - 35° C) po dobu 10 — 15 min. Informujte vyuc&ujiciho.

Pfi zasazeni o¢i chemickymi latkami, zejména ziravymi, vyplachujte o€i 10 — 15 min proudem
vody &i fyziologického roztoku. V laboratofi jsou k dispozici o€ni sprchy pro tento pfipad
nehody. Informujte vyucujiciho.

Pfi nahodném poziti chemikalii vyvolejte zvraceni, vypijte dostate€né mnozstvi vody a opét
vyvolejte zvraceni (nesmi se pouzit pfi poziti Ziravin ¢i tenzidd). Nasledné uzijte aktivni uhli
z lékarnicky — pouzijte desetindsobek predpokladaného pozitého mnozstvi chemikalie.
Informujte vyuéujiciho.
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3 Material a pom uacky

vysusena raSelina (zahradnicka tf. 1, vrchovistni, pH 3,5 — 5,0, Agro CS) -
defaunizovana

kaolinovy jil s obsahem kaolinitu minimalné 30% (Sigma - Aldrich, Kat. &. 18672)
kiemenny pisek s minimalné 50% zrn 0,05 - 0,2 mm (Filtracni pisky s.r.0., Chlum)
hndj kravsky suchy granulovany (Agro CS) ¢&i suchy nekontaminovany korisky hnuj
zahradni substrat (Agro CS) - defaunizovany

vhodné nadoby na pfipravu a uchovani artificialni ptdy

valecky s fritou vespod na WHC; fotograficka miska

destilovana voda; CaCOg; roztok 1M KCI nha méfeni pH a pufry

CdCly; nerezové misy a lzice na kontaminaci pud; sklenice na kontaminované pudy

plastové boxy na chovy Zizal (10 - 20 litr(); krabicky s vi€ky na testy s Zizalami a na
chovy roupic (500 — 700 ml); plastové petriho misky @ 10 cm a 8 cm; sklenicky
s vicky na testy s roupicemi a chvostoskoky (cca 150 ml); plastové zkuSebni nadoby
s vigky na testy s rostlinami (plocha minimalné 150 cm?, vyska minimainé 5 cm)

hacek z mikrobiologické klicky; agar (Roth); vioCky mleté; Bengalska Cerven; etanol;
bila akrylova barva

sadra, aktivni uhli, suSené kvasnice, exhaustor, Stétecek, miska s mrfizkou na
vyhodnocovani testu s chvostoskoky

LB médium: 10 g trypton + 5 g yeast extrakt + 10 g NaCl + 1 ml 1M NaOH doplnit
vodou do 1 litru a autoklavovat

NGM agar: 3 g NaCl + 17 g bactoagar + 2,5 g bactopeptone + 1 ml cholesterol (5
mg/ml EtOH) + 975 ml H,O a autoklavovat; nasledné pfidat sterilni roztok soli: 1 ml
1M CaCl, + 1 ml 1M MgSO, + 25 ml 1M KH,PO,

Kultura E. coli OP 50
kénické zkumavky plastové 50 a 15 ml; platinovy dratek; koloidni roztok Ludox©

sada mikropipet raznych objem0; vahy s vazivosti do nékolika kg; pfesné analytické
vahy; pH metr; vrtacka s michadlem; tfepacky; inkubaéni mistnost; termostat;
susarna; binokularni mikroskop; autoklav; flow box; suSarna; kahan

bézné laboratorni sklo - odmérné barky, vélce a kadinky rdznych objemu; nélevky;
uzaviratelné sklenice rlznych objemu; porcelanové poharky, rdzné velké Petriho
misky, mikrobiologicka hokejka

filtracni papiry archy a kruhové vysece; laboratorni papirové ubrousky

bézné laboratorni pomucky — 1Zi€ky, kopistky, pinzety, vaZzenky, alobal, potravinarska
folie, parafilm, Spi¢ky na pipety; pasteurky; fixy, lepici paska, nuzky, stficky s vodou a
lihem

pryZové rukavice — latexoveé a vinylove; respiratory
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4 Organizace cvi €eni

Filosofii praktika je maximaln & samostatna prace student G. Z povahy a délky jednotlivych
metod vyplyva, Ze cvieni nemlze probihat jako pravidelna tydenni vyuka. Studentim je
vyucujicim pfedvedena péce o chovy, za asistence si vlastni chovy hned na zacatku
semestru zaloZi a poté se cely semestr o modelové organismy staraji sami. Kontaminovana
puda je pfipravena vyucéujicim, avSak studentim je demonstrativné predvedena jak pfiprava
artificialni puady, tak metodika kontaminace pld. Co se tyka testu, jsou studentim
demonstrovany vSechny klic¢ové kroky postupt v nékolikahodinovych blocich na zacatku
semestru a poté jiz studenti provedou samostatné vSechny testy s pfipravenou
kontaminovanou pldou. Vyucujici pouze kontroluje stézejni kroky a je béhem celého
semestru k dispozici pfi problémech &i dotazech. Na konci semestru je hromadny blok
vénovany vyhodnoceni ziskanych vysledkl vetné predstaveni statistickych postupu.

Priibéh praktika Ize tedy shrnout do ramcového planu:

N . Enchytraeus Folsomia . Caenorhabditis
Eisenia fetida . : Lactuca sativa
crypticus candida elegans
Priprava artificialni p Gdy a p Fiprava kontaminované p uddy (zacatek semestru)
o o  ukazka raseliny, pisku a jilu
=) 0  ukazka artificialni ptdy suché a mokré, ukazka standardni ptdy LUFA 2.2
m 0  ukazka méFfeni WHC a pH
O  ukazka pfidavku toxické latky do artificialni pudy (Cd jako CdCly)
Zalozeni chovu (za €atek semestru)
o  ukéazka a pokyny k péci o chovy . neni
0  ukéazka substratl a jejich pfipravy nent
© 0  ukazka manipulace s organismy
s 0  studenti si zakladaji sv(ij chov a pecuji o néj béhem semestru
o Pfedvedeni d ulezitych krok 0 z postup U test G (za€atek semestru)
N
§‘ manipulace s ¥izalami manipulace manipulace zalozeni seminek na apod.
o E)/éieni izl S roupicemi s chvostoskoky nakliceni manipulace
S zaloZenf testu zaloZeni testu zaloZeni testl s hlisticemi
m lo7 . lo7 . 107 . o hlisti .
zaloZeni testu - . P
, co kontrolovat béhem co kontrolovat podminky testu zaloZeni testu
co kontrolovat b&éhem . P
testu testu béhem testu ukongeni testu Ludox extrakce
P P barveni, Ludox, flotacni metoda mérfeni délky kofinku pocitani pod
hledani Zizal a vazeni L P . o :
fotografovani fotografovani vyhodnoceni vysledkd mikroskopem
7 Realizace test U (nutno za ¢€it do poloviny semestru), studenti sami: neni
;g 0  navazuji pfipravenou kontaminovanou pudu do nadob na test
S o0  pfidavaji organismy (zizaly nejprve i zvazi) a potravu
= 0  béhem testu kontroluji potravu a Ubytek vihkosti
8 o dotestl s E. fetida a E. crypticus nasazuji organismy pfimo z chovu, u testu s F.
8 candida je potfeba pocitat s cca 20 dny pred testem na synchronizaci
e 0 po 28 dnech od zaloZeni testt vyhodnocuji mortalitu a reprodukci E. crypticus a F.
] candida, po 14 dnech vahové zmény a mortalitu u E. fetida
(99} - " - ) . .
o  nékdy béhem semestru provadi test s rostlinami Lactuca sativa
~ Vyhodnoceni vysledk @ u PC (konec semestru)
=
a% kfivky davka odpovéd, modely a vyhodnoceni NOEC, LOEC, LC a EC 50/10
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5 Prtiprava artificialni p Gdy, p Fidavek testovanych latek

Artificialni plda dle OECD a ISO norem ma slozeni: 10%
vysuSena raSelina pfesatad a homogenizovana pfes 2 mm
sito, 20% kaolinovy jil s obsahem kaolinitu minimalné 30%
a 70% kfemenny pisek s minimalné 50% zrn 0,05 - 0,2
mm. CaCOj; se prFidava tak, aby vysledné pH (KCI) bylo 6 £
0,5. VétSinou v mnozstvi kolem 0,5%.

- Pripravte 20 kg této pudy tak, Zze do vhodné nadoby
(objem 20 - 40 litr(l) navazte 14 kg pisku, 4 kg jilu a 2
kg raSeliny.

- V8echny komponenty za sucha dikladné promichejte,
nejlépe vrtackou s michaci nasadou.

« K jednomu kilogramu smési pfidejte 4 g CaCOs;,
zamichejte, ovlhete destilovanou vodou na 50%
WHC (jak zjistit WHC pudy viz nize) a opét dukladné
promichejte.

- Ovlhéenou pudu nechte do druhého dne ustat a
zmérfte pH pady postupem nize.

- Pokud je pH nizSi nez 5,5, pfidejte k tomuto kilogramu
dalsi 1 g CaCO;, dukladné zamichejte, nechte do
druhého dne ustat a opét zmérte pH.

- Pokud pH stale nevyhovuje, pfidejte dalSi 2 g a
opakuijte postup.

. Zjistény pridavek dostacujici na doladéni pH(KCI)
mezi 5,5 a 6,5 pouZijte pro celou varku pady.

« Ve vyjimecnych pfipadech je pH s 0,4 % CaCO; vyssi
nez 6,5 a pak nezbyva nez postup s jednim
kilogramem opakovat a pfidat tentokrat méné CaCOs,
napr. pouze 3 g.

5.1 Ovéreni pH

- Do konické zkumavky s objemem 50 ml pfidejte 5 ml
pudy a doplite na 30 ml roztokem 1M KCI.

- Suspenzi dikladné tfepte po dobu 5 minut.

« Vzorek nechte stat nejméné 2 hodiny a dle navodu pH
metru méfte pH suspenze po dikladném protfepani.

- U pH metru je také kontaktni elektroda pfimo na
méreni pH vzorku pudy. Mlzete zméfit pH dostate¢né
vlhké pudy pomoci této elektrody. Pozor na to, Ze
hodnoty pH méfené kontaktni elektrodou jsou o 0,5 —
1 jednotku pH vyssi.
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5.2 Méreni WHC,,, a ovlh éeni p ady

Maximalni vodni kapilarni kapacita pidy (MVK & WHC,,, dle angl. Maximum Water Holding
Capacity) je stav, kdy je puda schopna v pfirozeném ulozZeni udrzet v kapilarnich pérech
nejvétSi mnozstvi vody. Vyjadfuje se v jednotkach objemu vody na gram suché zeminy. Pfi
takovémto nasyceni se vzduch nachazi jen v nekapilarnich pérech, tedy zemina obsahuje
nejvétsi mnozstvi vody hygroskopické, obalové a kapilarni. Procentualni vyjadfeni WHC
znamena kolik procent nasyceni pldy vodou - maximalni WHC,x (100% WHC) - je
pozadovano.

Padesat g suché artificialni pdy umistéte do pfedem zvazeného a vysuSeného valecku
s fritou vespod, zeminu poklepte, aby sesedla.

Véalec umistéte do nadoby s vodou tak, aby hladina vody byla asi ve vySce sloupce
vzorku.

Ve vodni lazni valec ponechte 3 hodiny, poté jej pfemistéte na misku s piskem (s
tkaninou na povrchu).

Miska s piskem a vzorky musi byt pfikryta, aby se zabranilo vysouseni vzork(.

Po 3 h zvazte vale€ek i s plidou. Vazeni opakujte po 30 min, a pokud se tato 2 vazeni
liSi, nechte vale€ek dalsi hodinu na misce s piskem.

Vzorek se i s valeCkem po zvazeni vysuste do konstantni hmotnosti pfi 105+ 5 C a
opét zvazte. WHC .y vypoététe dle vztahu: WHCax (Ml.g™?) = (M., — M — 50) / 50, kde
M, je hmotnost nasycené zeminy i s valcem (g) a M je hmotnost valce (g).

Vihkost artificialni pady do testu je idealni cca 50 % WHC.

Vzhledem k tomu, Ze vychozi artificialni ptida je zcela sucha smés staci WHC,,.x podélit
dvémi a vynasobit mnozstvim ovihéované pudy v gramech a vite, kolik destilované vody
musite pfidat.

5.3 Pridavek kontaminant d do p udy

Testovand latka rozpustna ve vodé (v tomto pfipadé kadmium jako CdCl, . 2H,0) se pfidava
do pldy suché jako roztok ve vodé potfebné pro ovihéeni pady na pozadované procento
WHC. Vyucujici pfipravi roztoky o poZadované koncentraci a aplikujte je do suché pudy.
Nasledné pudu s roztoky dikladné promicha. Pfipraveno je 2 kg Cerstvé vahy pro kazdou z
8 koncentraci — 32, 63, 125, 250, 500, 1000, 2000, 4000 mg Cd/kgs,s. Dostateéné mnozstvi
nekontaminované artificialni pady je ovlhéeno na pozadované procento WHC destilovanou
vodou a slouzi jako kontrola. Kazda skupina studentt testuje dvé koncentrace a kontrolu,
v8e ve tfech opakovani pro kazdy test. Na konci cviCeni si skupiny navzajem vyméni
vysledky.
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6 Chov atests zizalou Eisenia fetida

6.1 Zalozeni chovu

- Navazte cca 1 kg zahradniho substratu, 0,8 kg
hnoje, 0,2 kg raseliny a 20 g CaCO; do plastového
boxu na chovy Zizal.

« Suchou smés pofadné promichejte a vodovodni
vodou ovlhéete na cca 80% WHC a ddkladné
promichejte.

- WHC,ax neni tfeba meéfit - optimalni vlhkost
poznate ,péstni zkousSkou“ tak, Zze stlacite-li
ovihéeny substrat v pésti, maji se na povrchu
vytlacit malé kapicky, ale voda nesmi vytékat.

- Do druhého dne nechte pfipraveny substrat ustalit.

. Zméfte pH (postupem stejnym jako v kapitole 5).
Pokud je pH(KCI) vrozmezi 55 — 7, Ize pfidat
Zizaly. Pokud je pH jiné, je potfeba ho upravit
pomoci CaCO; (zvySi pH) ¢i pfidavkem raSeliny
(snizi pH).

- Zjinych chovu pfidejte dostate¢né mnoZzstvi (min
50) dospélych i juvenilnich Zizal.

« Pddu v boxu pfikryjte vihkym papirem a z alobalu
vyrobte viko na box s nékolika otvory pro pfistup
vzduchu.

- Chov umistéte do vhodnych podminek — inkubaéni
mistnost s teplotou 20 + 2 C.

- Kazdy tyden zkontrolujte vlhkost substratu, ru¢né
substrat prokyprete a na povrch pridejte ovihéeny
hndj jako potravu. Kazdy tyden zapisujte stav
chova.

Neni potfeba pro Ucely cvic¢eni:

- Vékové synchronizovanou kulturu Ize zaloZit tak, ze
do Cerstvého substratu pfidate dospélé Zizaly a po
4 tydnech, kdy nakladou kokony, je zase
odstranite.

- Nova populace je po minimalné 2 mésicich k
pouZziti do testu.

- Aklimatizaci lze provést tak, Ze potfebny pocet
vhodnych ZiZal (viz nize) date do boxu s cca 5 kg
artificidlni pudy s pfidavkem cca 50 g hnoje.

6.2 Postup testu
- Do sklenénych nadob navazte 500 g pudy na
kazdou koncentraci a opakovani.
- Na povrch pudy dejte cca 2 g kukufiéného Srotu a
zahrabejte do horni vrstvy pudy.

. Pro test pouzite tfi opakovani na kazdou
koncentraci i kontrolu.
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- Krabi¢ky oznacte nejen koncentraci ale i Cislem
opakovani.

- Do testovacich krabi¢ek pridejte 10 dospélcu zizal
E. fetida z chovu — méli by mit vyvinuty opasek,

s vr

stafi min 2 mésice a vahu 300 - 600 mg.

- Postupujte tak, Ze Zizaly opatrné vyhledejte
v chovu, oplachnéte je v bézné vodé na velké
Petriho misce a poté 10 vhodnych ZziZzal jemné
osuSte na papirovém ubrousku, zvazte s presnosti
na 3 desetinnd mista a umistéte do krabicky

s testovanou pldou.

- Navézku Zizal na zaCatku testu zapiSte. Krabicky
zaviete vicky s par otvory, celé zvazte a vahu
poznameneijte.

- Poté je umistéte do inkubaéni mistnosti do 20 + 2
.

- Kazdy tyden zvazte kazdou krabi¢ku, poté ji
otevrete, odstrante pfipadnou plisen a pfidejte 2 g
kukuficného Srotu. Dopliite Ubytek vody (rozdil
vahy celé krabic¢ky nyni a pfed tydnem).

- Po 14 dnech vyhodnotte mortalitu a vahovy ubytek
Zizal.

- Pudu zkrabi¢ky vysypte na hlinikovy podnos a
opatrné prohledejte.

. Zaznamenejte pocet kokonl a prezivajicich zizal (=
pouze zizaly reagujici na mechanicky stimul).

v _ M7 s

- Prezivajici ziZzaly oplachnéte v obycejné vodé na
velké Petriho misce, jemné osuSte na papirovém
ubrousku a zvazte s presnosti na 3 desetinna
mista. Vahu zapiste.

10




Laboratorni praktikum padni ekotoxikologie

7 Chov atest s roupici Enchytraeus
crypticus

7.1 Zalozeni chovu

Roupice druhu Enchytraeus crypticus chovame na 1%
agaru v plastovych Petriho miskach (pfed zaloZzenim testu
jsou roupice premistovany pro aklimatizaci do artificialni

pudy).

Roupice pfeneste hackem ze puvodniho chovu na
nové pripraveny agar.

Misky uchovavejte v termostatu nebo v
klimatizované inkuba&ni mistnosti pfi 18 + 2 C.

Kazdy tyden roupice zkontrolujte a pfidejte Spetku
potravy na povrch agaru.

Postup testu

Do kazdé testovaci skleni¢ky navazte 20 g pady a
pfimichejte potravu - pomleté autoklavované
ovesné viocky.

Na dany objem pudy sta¢i mala kopistka ovesnych
vlocek. Potravu vmichejte do pudy.

Pred zaloZenim testu byly roupice aklimatizovany
v artificialni padé. Naberte ¢ast artificialni pudy
kovovou IZi€ku a pFeneste ji do sklenéné Petriho
misky naplnéné vodou.

Artificidlni pddu jemné& rozmichejte ve vodé a
pomoci ha&cku vyberte dospélé roupice (velci
Cervici s opaskem - bila ztluSténina ve stfedni ¢asti
jejich téla).

Do kazdé skleni¢ky dejte 10 dospélcu.

Poté sklenicky uzaviete a zvazte (hmotnost

zaznamenejte na nadobku & do laboratorniho
deniku).

Skleni¢ky umistéte do inkubacni mistnosti do 18 +
2 <.

Kazdy tyden do skleniCek pfidejte Spetku namletych
vloCek. Pokud jsou patrné zbytky predchozi
potravy, musi byt nejprve odstranény hackem.

Po 28 dnech expozice ukoncCete test.

Do kazdé testovaci nadoby pfidejte 5 ml etanolu a
vodovodni vodu tak, aby dosahovala cca 3 cm nad
povrch pudy.

Poté pridejte 200 — 300 pl roztoku Bengalské
¢ervené (0,01 g v 1 ml etanolu).

Sklenicky zaviete vicky a smés neékolik vtefin
protfepejte. Skleni¢ky se vzniklou suspenzi nechte
do druhého dne stét pfi laboratorni teploté.

11
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DalSi den vyhodnotte pocet roupic v testovacich
skleni¢kach. Po obarveni jsou dospélé roupice
Cervené, jednoznacné vétSi nez velké mnozstvi
pfitomnych juvenild a maji viditelny opasek.
VSechny nalezené roupice jsou povazovany za
pFezivsi, mrtvé organismy se rychle rozkladaji.

7.3 Vyhodnoceni testu —zp dsob ¢.1

- Nachystejte si velkou sklenénou Petriho misku, do
které slijte trochu obarvené tekutiny ze sklenicky.

- Na dné jsou vidét obarvené roupice. Pomoci
plastového kapatka nabirejte roupice, davejte je
bokem a zaznamenavejte jejich pocet.

- Po odebrani vSech roupic pfilijte dalSi c¢ast
suspenze ze testovaci sklenicky.

Zvlast hodnotte pocet prezivajicich dospélct, ktefi
byli na =zaCatku nasazeni do testu, a pocet
narozenych mladat — poznate je dle velikosti.

7.4 Vyhodnoceni testu —zp dsob ¢.2

- Do sklenicky si vymackejte trochu bilé akrylové
barvy (velikosti ofiSku) a pfilijte vodu

- Michejte tak dlouho, dokud nevznikne mlééné bily
roztok.

. Do 400 ml kadinky si nalijte koloidni roztok Ludox®,
prilijte ¢ast (30 ml) bilého roztoku a opét peclivé
zamichejte.

. Do plastové misky priljte obsah skleni¢ek
s obarvenymi roupicemi a poté prilijte asi 50 ml bile
obarveného Ludoxu.

- Mirné s plastovou nadobou pohybujte, aby se
promichaly vrstvy Ludoxu s obsahem sklenicky
S roupicemi.

- PoloZte misku na stul a nechte chviliCku ustat. Pfi
spravném promichani dojde k vyneseni obarvenych
roupic na povrch.

- Pfeneste misku do fotografické komory a povrch
vodni hladiny s roupicemi vyfotografujte.

- Nataveni fotoaparatu: po zapnuti nastavte foceni
na auto (zeleny napis shora), v pfedni ¢asti aparatu
zmacknéte tlagitko pro makro (symbol kytiCky) a
fotografovani bez blesku (symbol preskrtnutého
blesku)

- Na fotkach spocitejte pocet dospélcu a juvenild.

12
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8 Chov a test s chvostoskokem
Folsomia candida

8.1 Zalozeni chovu

Kultura F. candida se chova v plastovych krabickach
nebo na Petriho miskach.

Smichejte s&dru a aktivni uhli v poméru cca 9 :1.

Tento praSek nasypte do misek zhruba do 1 cm
vrstvy.

Nasledné opatrné pfidavejte destilovanou vodu az
do Uplné saturace.

Nechte pfipravené misky nékolik hodin zaschnout.

Do substratu vytvoite ostrym predmétem nékolik
ryh (pro kladeni vaji¢ek).

Optimalni vlihkost poznate tak, Ze ¢erny substrat je
lehce matny ne leskly a po pokapéni vodou se tato
pomalu vsakuije.

Doprostfed misky pfidejte Spetku suSenych kvasnic
(drozdi) a pokapte destilovanou vodou.

Ze starSich chovua pfidejte na misku pomoci
exhaustoru cca 40 stfedné velkych chvostoskoka.

Misku dobfe uzaviete a popiste.
Chov uchovavejte pfi 20 £ 2 C.

Chov je nutné kvuli pevné uzavienym nadobam
vétrat minimalné dvakrét tydné, kdy také kontrolujte
vlhkost substratu a pridavejte Spetku kvasnic
ovlh&enych kapkou vody.

Do testl se pouzivaji 10 - 12 dni stafi juvenilni
chvostoskoci.

Tuto synchronni kulturu pfipravte tak, Ze 10
dospélych chvostoskok(l date do nové misky se
substratem a poté co nakladou vajicka (cca 2 dny,
ale zkontrolujte mikroskopem — vajicka jsou malé
kuliCky v otvorech v substratu) je odstrarite.
Pockejte na vylihnuti vajicek a poté, co se objevi
prvni juvenilové, odpoditejte 10 — 12 dni.

8.2 Postup testu

Do sklenénych nadobek na test navazte po 30 g
pudy.

Na povrch pudy dejte Spetku kvasnic.

Ze synchronizovaného chovu pomoci exhaustoru
odeberte 10 juvenild — davejte zejména pozor na
spravny pocet — a vyklepte je do testovaci nadobky
s pudou.

Nadobky uzaviete a poté zvazte.

K VASNICE-
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- Nadoby umistéte do temna a teploty 20 + 2 C.

- Kazdy tyden nadoby zvaZzte a porovnejte vahu
s puvodni. V pfipadé ubytku doplrite vodu.

- Kazdy tyden taky dosypte Speti¢ku kvasic.

- Po 28 dnech vyhodnotte mortalitu a reprodukci
pomoci flotaéni metody.

- Do testovaci nadobky nalijte vodu z kohoutku a
opatrné promichejte do rovnomeérné suspenze
pomoci Stétecku.

- Poté beze zbytku prelijte suspensi do pocitaci
naddoby (zbytky paddy muazZete vyplachnout
nékolikerym vymytim vodou).

. Ksuspenzi kapnéte pér kapek inkoustu a opét
opatrné zamichejte StéteCkem.

- Podcitaci misku vloZzte do fotografické komory a
vyfotte vodni hladinu digitalnim fotoaparatem.

- Nataveni fotoaparatu: po zapnuti nastavte foceni
na auto (zeleny napis shora), v pfedni ¢asti aparatu
zmacknéte tlagitko pro makro (symbol kyti¢ky) a
fotografovani bez blesku (symbol preSkrtnutého
blesku)

- Na fotkach spocitejte pocet dospélcu a juvenild.
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9 Test inhibice ko Fene salatu
Lactuca sativa

9.1 Predkli éeni seminek

. Pred zahgjenim testu se musi nechat seminka
predklicit.

- Na dno velkych sklenénych Petriho misek polozte
vatu nebo filtraéni papir a ovihéete tak, aby v misce
nestala voda.

- Rovnomérné rozprostfete seminka na povrchu a
prikryjte misku vickem.

- Nechte seminka kli¢it pfi laboratorni teploté po
dobu 24-48 hodin.

. Do testu vybirejte pouze seminka s kofinkem
velikosti maximalné 2 mm.

9.2 Postup testu

- Do plastovych krabic¢ek navazte 300 g pudy

. Dovlh¢ete pOdu tak, aby vyslednd vlhkost
odpovidala 60 % WHC

. Povrch puady v krabickach trochu uhladte a
sklenénou ty€inkou si vytvorte pravouhlou sit jamek
napf. 3 x 5 bodu.

. Do wvytvofenych jamek pinzetou rovnomeérné
rozmistéte po 15 predkli€¢enych semenech salatu.

- Semena sadté kofinkem vzdy dold, jemné pfritlacté
k substratu. Pozor, seminka padou nezakryvejte.

- Misky se zasazenymi seminky pfikryjte vickem a
ponechejte v termostatu po dobu 120 + 2 h pfi
24<C.

«  Po uplynuti této doby vyndejte misky z termostatu a
zmérte délku kofinku salétu.

- KaZdou rostlinku opatrné vyndejte nejlépe pomoci
Izicky, pFi vytahovani rostlinek ze substratu budte
opatrni, kofinky jsou velmi jemné a hrozi pretrzeni.

- Délku vSech kofinkll si zaznamenejte a z vysledk
vypocitejte vyslednou inhibici ristu kofene.

/

P //
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-
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10 Chov a test s hlistici Caenorhabditis elegans

10.1Zalozeni chovu

- Hlistice C. elegans chovame na 2-3 mm NGM
agaru s narastem E. coli (OP50) v Petriho miskach
pfi teploté 18 + 2 C.

- Nad plamenem oZehnéte platinovy dratek a ze
starého chovu preneste nékolik jedincd na novou
misku ziskanou od vyucujiciho. Hlistice nabirejte
pod binokularnim mikroskopem.

- Jednou tydné chov kontrolujte pod binokularnim
mikroskopem, kontaminované misky zruste.

- Jedenkrat za mésic kultury presadte na Cerstvy
agar.

- Pred vlastnimi testy populaci synchronizujte.

- Vyberte gravidni jedince (pod binokularem jsou
patrna vaji¢ka uvnitf téla jedince) na novou misku,
po nakladeni vajicek (nejpozdéji druhy den)
dospélce odstrante a vajicka nechte inkubovat v
termostatu pfi 20 <.

« Zvajiek se vylihnou dospélci po 3 - 4 dnech.

10.2Postup testu

- Do 40 mm Petriho mistiCek navazte 2,3 g plid a
ovihéete 1,5 ml destilované vody.

. Poté pomoci platinového dratku pfeneste 10
synchronizovanych jedinct do pudy na misti¢ce.

- Inkubujte misti¢ky v termostatu pfi 20 T po dobu 3
dnu.

- Po skonceni expozice izolujte hlistice pomoci
koloidniho roztoku Ludox®.

- Pudu z misticky beze zbytku oplachnéte do 50 ml
centrifuga¢ni zkumavky velmi peclivé tak, aby
Zadna cast pldy nezlstala na misti¢kach.

. Celkem na toto pouzijte maximalné 30 - 40 ml
Ludoxu®.

« Zkumavky uzaviete uzavérem, protfepanim
vytvorte suspensi a centrifugujte pfi 2000 rpm cca 3
min.

. Poté supernatant slijte do velké Petriho misky a
pod binokularnim mikroskopem pocitejte hlistice.

- Jedinci, ktefi jsou vyextrahovani, jsou zapodcitani
jako zivi, mrtvi jedinci se v padé rychle rozloZzi.
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11 Vyhodnoceni ziskanych vysledk , kfivky davka-odpov éd’

Vystupem vétSiny ekotoxikologickych test( jsou parametry LOEC (lowest observed effect

s s

efekt), NOEC (no observed effect concentration = nejvyssi z testovanych koncentraci, ktera
jesté nezpulsobila Zadny statisticky vyznamny efekt), LCyo a LCso (koncentrace pfi niz je
pozorovana mortalita 10% ¢&i 50%), EC,q a ECs (koncentrace pfi niZ je pozorovana inhibice
reprodukce nebo rastu oproti kontrole 10% ¢i 50%). Koncentrace u téchto parametri se
vyjadfuji jako nominalni (= mnozstvi latky pavodné nadavkované do pudy) koncentrace v
mg/kgsus. Nasledujici odstavce popisuji jak postupovat s vysledky padniho testu ekotoxicity.

Vytvoite ze ziskanych dat prehlednou tabulku, kde sloupce zleva doprava jsou
jednotlivé koncentrace véetné kontroly (v podstaté koncentrace 0 mg/kg).

Radky jsou jednotlivd opakovani (v nasem pripadé 3 radky).
U mortality zapiSte tzv. survival (= pfezivani) pocet Zivych organismi na konci testu.

Dlvodem je, Ze v této podobé parametr s narlstajici koncentraci klesa, stejné jako u
reprodukce.

U reprodukce zapiSte pocet juvenilll na konci testu.

V programu MS Excel vypocitejte pramérnou hodnotu, smérodatnou odchylku (SD) a
relativni smérodatnou odchylku (RSD, tj. koeficient variance, CV, SD délena
pramérem v procentech) pro kazdou koncentraci pro oba parametry.

Vysledky vyneste do grafu, kde na ose X jsou koncentrace a na ose Y prumérna
hodnota parametru s chybovymi tseckami.

Z téchto grafd odhadnéte okometricky jaké budou asi hodnoty parametrd NOEC,
LOEC, LC5O a EC50.

Upravte data pro statistickou analyzu.

V pfipadé programu GraphPad Prism staci tabulku otocit tak, Ze Fadky jsou
koncentrace a sloupecky vysledky jednotlivych opakovani.

Takto data importujte do statistického programu napf. Statistica for Windows nebo
GraphPad Prism.

V pfipadé programu Statistica for Windows tak, Ze prvni sloupec obsahuje
koncentrace, druhy kod koncentrace (kontrola = 1, prvni koncentrace = 2, druha = 3
atd.), tfeti Cislo opakovani, Ctvrty a paty vysledné hodnoty prezivani a reprodukce.
Jednotliva opakovani jsou tedy pséna pod sebou a prvni a druhy sloupec vlastné
funguji jako koédovaci. VloZzte za prvni sloupec jesté jeden sloupec, do néjz
vypocitejte pfirozené logaritmy koncentraci.

V programu Statistica for Windows v modulu ANOVA zjistéte, zda je celkové
vyznamny efekt koncentraci na vysledny parametr (tj. zda ANOVA vychazi s P <
0,05).

Ovéfte, zda je v jednotlivych koncentracich homogenni rozptyl napf. Levenovym
testem (musi vyjit s P > 0,05).

Nasledné provedte test vzajemnych kontrastl (napf. Dunnetlv test) meazi
koncentracemi a prvni koncentrace, ktera se liSi vyznamné (P < 0,05) od pfedchozi
je LOEC a ona predchozi je NOEC.

Pro urceni LCs, pouZijte probitovou regresi.

Data vyjadrete tak, Ze v prvnim sloupci budete mit pfirozeny logaritmus koncentrace,
v druhém sloupci jedni¢ku ¢&i nulu (jako prezili / nepreZili) a ve tfetim kolika procent
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organismu se prezili / neprezili u dané koncentrace tyka. Pro kazdou koncentraci
jsou tedy uvedeny dvé Cisla, kolik procent pfezilo (napf. 20 ze 30 = 67 v Ffadku
s jedni€kou) a kolik procent nepfeZilo (napf. 10 ze 30 = 33 v fadku s nulou).

Data importujte do statistického softwaru napf. Statistica for Windows.

V modulu nelinearni regrese zvolte probitovou regresi a provedte ji. Zde je nutno
modelovat jen soumérnou ¢ast kfivky, zacnéte az od NOEC/LOEC koncentraci.

Vysledek regrese potom v Excelu vloZte do modelu a namodelujte regresni kfivku.

Hodnotu ECs, vypocCitejte na stejnych datech jako byly pfipraveny pro ANOVA
v modulu nelinearni regrese, logisticka regrese.

Do zadani pro rovnici zadejte vztah: Y = ¢/ (1 + exp(-1 * b * (Log(X) — Log(a)))), kde
Y je sloupec svyslednym parametrem a X je sloupec s nelogaritmovanou
koncentraci a a, b, ¢ jsou parametry kFivky.

Pro model pouzijte metodu nejmensich ¢tvercll a Levenberg-Mardquardt algoritmus.
Zde musite pfiblizné nastavit hodnoty parametrd - ¢ (pocate¢ni hodnota kfivky -
kontrola, strop dat), b (sklon - vétSinou -1 az -3), a (odhadovana 50% inhibice).
Vysledky modelu vloZte do MS Excel a modelujte regresni kfivku.

Hodnota a je pfimo ECs, v€etné 95% interval spolehlivosti.
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