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1. Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia magna
Straus (Cladocera, Crustacea)

Zkouska akutni toxicity
Zpracovano podle CSN I1SO 6341
Vyucujici: marie.smutna@recetox.muni.cz
Metoda stanoveni akutni toxicity chemickych latek, priimyslovych odpadnich vod a
povrchovych nebo podzemnich vod pro Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea).

Princip
Zkouska je zaloZzena na uréeni koncentrace latky, kterd za 24 (48) hodin imobilizuje 50 %
jedincl Daphnia magna vystavenych podminkdm testu.
Pristroje a chemikalie
- automaticka pipeta + Spicky
- plastova kapatka
- testovaci desticka (30 jamek, objem jamky 10 mL)
- kadinky
- odmérny vélec
- chemikalie na ptipravu média - chlorid draselny KCl, hydrogenuhli¢itan sodny NaHCOS'
chlorid vdpenaty CaCl, siran hotec€naty MgSO,

- pozitivni kontrola - dichroman draselny K Cr,O,

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

Pfiprava experimentu a pracovni postup
Priprava média
Nejprve je treba pfipravit dostate¢né mnozstvi média pro vSechny kroky postupu
experimentu.

Zasobni roztoky:
8,88g CaCI2 se rozpusti v 1L destilované vody

4,93g MgsO, se rozpusti v 1L destilované vody
2,59¢g NaHCOa se rozpusti v 1L destilované vody

0,23g KCl se rozpusti v 1L destilované vody

- na 1L média se davkuje 25 mL z kazdého zdsobniho roztoku, do odmérné barky 1L se
nalije ¢ast destilované vody, pridaji se zasobni 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)



Pfiprava organismt na test

Do experimentu se nasazuji jednodenni juvenilové, proto je potifeba 1 den pred zaloZenim
experimentu vyclenit do speciadlni nadoby — kadinky (0.5L) s médiem nékolik gravidnich samic.
Toto preneseni samic do oddélené nadoby je impulsem k rozeni mladat.

Ptiprava koncentracni rady testované latky

Redici Fadu testované latky (5 konc. bod(l) pfipravime v dostate¢ném objemu ve sklenénych
kadinkdch. Latku postupné fedime v médiu a priddvame-li latku (vzorek) v jiném rozpoustédle
nez ve vodé, tak je nutné dbat na to, aby ve vSech testovych variantdch byla stejna
koncentrace rozpoustédla, maximalné vsak 0.5% v/v. Z kaddinek potom napipetujeme po
10 mL do kazdé testové jamky v plastové testovaci desce dle doporu¢eného schématu. Na
kazdou koncentraci pfipada 5 opakovani, pficemz prvni jamka v fadé slouZi jako jamka na
oplach.

Jako pozitivni kontrola se pouziva standardni toxikant dichroman draselny

Nasazeni organismi do testu

Do jamky na oplach pfeneseme kapatkem 20 jedincl z nadoby s juvenily a poté pfendsime po
5 jedincich do jednotlivych testovych jamek. Timto zabrdnime nezddoucimu naredéni
testované latky pfi manipulaci s kapatkem.
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Expozice a vyhodnoceni imobilizace

Desku s dafniemi nechame exponovat v kultivacni laboratofi pfi 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, ktefi
nebudou schopni se rozplavat za 15 s po mirném zamichani roztoku, se povazuji za
imobilizované, i kdyby dosud pohybovali tykadly.

Vysledky véetné jakychkoli anomalii v chovani dafnii si zaznamename.

Vyhodnoceni vysledkl a vypocty
Vysledky zaznamename do Excelu a jednoduchym vypocétem uréime % imobilizace v
jednotlivych opakovanich, odhadneme EC20, EC50, NOEC a LOEC.
Platnost zkousky
Zkouska se povaZzuje za platnou, pokud jsou splnény nasledujici podminky:
e Mortalita/Imobilizace v kontrole na konci zkousky je < 10%
e 24h- EC50 pro dichroman draselny je v rozsahu 0.6-2.1 mg/L



Akutni dafniovy test - protokol

Datum zaloZeni:

Vzorek/testovana latka:

Testované koncentrace:

Vysledky:
24h
celkovy pocet nasazenych celkovy pocet
Koncentrace 1 2 3 VYP L v imobilizovanych | % inhibice
organismu .
organismu
48h
celkovy pocet nasazenych celkovy pocet
Koncentrace 1 2 3 VP v imobilizovanych | % inhibice

organismu

organismu




2. Test kli¢ivosti semen a inhibice rustu korene
horcice bilé (Sinapis alba - Brassicaceae)

Zkouska akutni toxicity
Zpracovano podle OECD Guidline No.208: Terrestrial plants, growth test
Vyucuijici: jiri.novak@recetox.muni.cz
Uvod:
Ve sklenénych Petriho miskach jsou semena hoi¢ice seté umisténa na filtratni papir a
exponovana 5 mL standardniho média s riznym redénim testované latky. Jako negativni
kontrola slouZi varianta se semeny exponovanymi jen ¢istym médiem.
Po ukonéeni experimentu se stanovi pocet vyklicenych semen v kontrolach a v jednotlivych
fedénich a u vyklicenych jedinci se vyhodnoti celkova délka kotene. Ziskané vysledky lze
vyuzit pro vypocet hodnot IC50 (koncentrace zabranujici vykliceni u 50 % semen, resp.
koncentrace inhibujici z 50 % rist korene).
Metodika testu kliceni je standardizovana do podoby Guidline OECD (No. 208) a metodického
pokynu MZP CR pro hodnoceni toxicity odpad a vodnych vyluht (Test inhibice riistu kofene
Sinapis alba, Vyhl. MZP CR 338/1997). Ve standardni podobé se provadi 4 dny (96 hodin). Pro
ucely cviceni mize byla doba expozice modifikovana na 72hodin.
Material a chemikalie
- semena hoft¢cice bilé Sinapis alba (idealné s atestem testu kli¢ivosti) - 30 min doptedu
ponofené v destilované vodé
- sklenéné Petriho misky o priméru 10 cm, pipety 5 a 10 mL, automatické mikropipety,
filtra¢ni papir, vialky pro pripravu fedéni testované latky, pinzeta, laboratorni plastikova folie,
Spicky k pipetam
- zasobni roztok standardniho kultiva¢niho média

Tab. 1: Zasobni roztoky soli pro testy na semenech hoicice bilé

Zasobni roztok Chemikalie Koncentrace v zasobnim
roztoku [g-11]

Roztok 1 CaClz:2H20 117,6

Roztok 2 MgS04-7H20 49,3

Roztok 3 NaHCO3 25,9

Roztok 4 KCl 2,3

Priprava média: napipetovat 5 ml kazdého roztoku a doplnit do 1 1 destilovanou vodou.
Ptipadné upravit pH na 7,6-8.

Postup 1 - piiprava EXPOZICE:

1) Petriho misky popiSte jménem, datem, koncentraci testované latky. Do takto ptripravenych
Petriho misek pripravte a vloZte kruhové vysece z filtracniho papiru. Test bude proveden v
duplikatech - celkem ptipravte 8 Petriho misek (2x kontrola + 2x 3 redéni vzorku A).

2) Priprava redéni vzorku
- pripravte nasledujici koncentrace dodaného testovaného vzorku
(vzorek A): 0.11% v/v, 0.33% v/v, 1% v/v (do 12 mL standardniho média napipetujete
potrebny objem testovaného vzorku - zménu celkového objemu zanedbejte)

- fedéni proved’te v dodaném standardnim médiu (roztok soli a zakladnich Zivin nutnych pro
kliceni rostlin).

3) Pripravené expozicni roztoky davkujte do Petriho misek - vzdy 5 mL / misku
- u kontrol pouzijte 5 mL standardniho média bez vzorku
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4) Do kazdé misky vlozte 5 semen hoiCice bilé (rozmistéte dostatecné od sebe)
5) Petriho misky prekryjte potravinovou folii (zajisti cirkulaci vzduchu a omezi vyparovani) a
umistéte do temna do inkuba¢ni mistnosti (pokojova teplota)

Postup 2 - vvhodnocenti:
1) Po ukonceni expozice spocitejte pocty nevyklicenych semen na jednotlivych miskach a
zapiste do tabulky

2) U vyklicenych semen vyhodnotte délku korene (s presnosti na milimetry) a zapiste do
tabulky

Obsah protokolu:

1) Tabulky s namérenymi hodnotami

2) Tabulky s vypocitanymi inhibicemi (pentaplikat, primér, smérodatna odchylka)

3) Grafy popisujici zavislost davka-odpovéd’ (koncentrace latky v logaritmované podobé)

4) ProloZeni linearni regrese modelu grafy a vypocet hodnot ICso pro kli¢ivost a inhibici
rastu korene (Excel)

5) Zavér - shrnuti a zhodnoceni vysledkd, odpovéd’ na otazky nize




PROTOKOL - Cvic¢eni z Obecné ekotoxikologie
TEST EKOTOXICITY KLiCENi ROSTLIN:

Jména operatort:

Datum zaloZeni expozice:

Datum hodnoceni toxicity:

-> délka expozice (pocet dni):

Testovany vzorek (koncentrace % v/v)

Rostlina ¢islo

Kontrola

0,25%

0,5%

1%

Pozn.

Celkem semen

10

10

10

10

Pocet nevykli¢enych

Délky koreni - Miska A

1

G |w|N

Délky korent - Miska B

G| W=

Primér délky kotent

% kontroly

100

Smérodatna odchylka

% inhibice

Smérodatna odchylka

ICs0 - Kli¢eni (% v/v)

ICso - rlst kotene (% v/v)

Otazky do protokolu:

1) Ktery z hodnocenych parametrt je citlivéjSim ukazatelem toxicity?
2) Jak vérohodné jsou vypocitané hodnoty ICso?

3) Jaké mnoZstvi testované latky zpisobi inhibici ristu korene o0 99 %? Je tento vysledek

vérohodny?




