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1. Test inhibice ristu zelené irasy Raphidocelis

subcapitata

Zpracovano podle normy OECD 201 (ISO 8692) a ceské technické normy TVN 757741.
Vyucujici: zuzana.tousova@recetox.muni.cz

Princip

Sledujeme rlst zelené fasy po expozici testované latce v rfedici fadé a rust v jednotlivych
koncentracnich bodech porovnavame s primérnym rdstem v kontrolni varianté.

Test byl optimalizovdan pro provedeni v 96-ti jamkovych mikrotitracnich destickach.
Exponovanym organismem je zelend tasa Raphidocelis subcapitata (Syn. Selenastrum
subcapitata, Pseudokirchneriella subcapitata). Vybrané koncentrace sledované latky jsou
testovany vidy v 5 opakovanich. V experimentu stanovujeme rUst fas jako zménu optické
density fasové suspenze na konci a na zacatku experimentu. Opticka densita (absorbance
680nm) koreluje s potem bunék na mL a méfime ji pomoci spektrofotometru - je tedy dobrym
a jednoduchym zastupnym parametrem k rychlému stanoveni rlistu fas v testovém systému.

Pristroje a chemikalie

e fasova kultura o dostatecné hustoté bunék na mL - kultivovana ve standardnim
médiu (50% ZBB médium)

e 96-jamkové mikrotitracni desky (250ul/jamka), automatické pipety, Spicky k
pipetam, kadinky a vialky pro fedéni odpovidajicich koncentraci testované latky

e nesterilni 50% ZBB médium

e diuron, dichroman draselny — pozitivni kontrola

e expozitni laboratof s osvétlenim, spektrofotometr

Podminky testu:

e Doba expozice: 3 dny (72h)

e Interval méreni: zaloZeni testu Oh, po 24, 48, 72 hodindach expozice

e Podminky expozice:

- teplota 23°C

- osvétleni 2080 Ix (poutZiti klasické halogenové zafivky a zafivky Aqua Glo fialova, 40W)

Pfiprava experimentu a pracovni postup:

Pro zalozeni pokusu je potieba prichystat spravné naredéné inokulum fas v 50% ZBB médiu,
které budeme ndsledné pipetovat po 125ul do kazdé testové jamky (tvofi tedy polovinu
objemu testové jamky). Druhou polovinu objemu jamky (125 ul) pak redici fada testované
latky v 50% ZBB médiu, kterou nasledné priddvame k rasovému inokulu dle pipetovaciho
schématu:

NC = negativni kontrola
SC = rozpoustédlova kontrola (solvent control)
PC = pozitivni kontrola (dichroman draselny 1.25-2.5-5-10 mg/L)

evvs
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Priprava média

Rasy se kultivuji v 50% ZBB médiu, jde o optimalizovanou smés Zivin a minerald vhodnou pro
kultivaci fas a sinic (presné sloZzeni bude diskutovano na cviceni). Stejné médium se uziva i pro
expozice ras v testu toxicity. Pfipravené 50% ZBB médium budete mit k dispozici.

Pfiprava inokula fas — fasové suspenze

Rasové inokulum v exponencidlni fazi rGstu (=koncentrovana Fasova suspenze odebrand z
laboratorni kultury) odebereme sterilné ze zdsobni kultury v kultivaéni laboratofi. Potom
fasové inokulum fedime kultivaénim médiem (50% ZBB) na poZadovanou hustotu bunék na 1
mL a odpovidajici objem. Vychozi mnoZstvi bunék/mL v jamkach na za¢atku experimentu by
mélo byt cca 100 000 bunék/mL. Pocty bunék na mL zjistime pomoci méfeni optické density
na spektrofotometru (A680) a vypoctu s uzitim rovnice kalibracni k¥ivky (viz obr.1).

Urceni poc¢tu bunék/mL v zakoncentrované Fasové suspenzi — Fasovém inokulu:

Méreni optické density provedeme na Cisté mikrodesce. Do 3 sousedicich jamek napipetujeme
250 ulL 50% ZBB média (blank) a do dalSich 3 sousedicich jamek napipetujeme 250uL
koncentrované rasové suspenze. Proméfime absorbanci (680nm) a namérené udaje
pouZzijeme pro vypocet fediciho faktoru. Redici faktor vypocteme pomoci jednoduché linedrni
kalibracni rovnice (zavislost optické density na poctu bunék na mL). Pfi méfeni na
spektrofotometru postupujte dle instrukci cviciciho.
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Obr.1: Kalibracni kfivka pro zdavislost absorbance na poctu bunék v fasové suspenzi



Rasovou suspenzi nafedime v kadince 50% ZBB médiem na dvojnasobny pocet bunék na mL
nezZ je vysledny poZadovany pocet v jamkach (tedy na 200 000 bunék/mL), protoZe suspenzi
budeme nasledné v jamkdach 2x redit pridani testované latky v médiu.

Priprava koncentracni fady testované latky a pozitivni kontroly
Koncentracni fadu testované latky (vzorku) si pfipravime postupnym fedénim zasobniho
roztoku latky v 50% ZBB médiu ve sklenénych vialkach.

Pro ptipravu provedeni celého experimentu a koncentracni fady testované latky je dllezité si
nejprve uvédomit:

Jaky celkovy objem smési ras+média+testované latky budeme potiebovat pro 5 opakovani,
jaky objem pro negativni kontrolu/solvent kontrolu/ pozitivni kontrolu/ blanky? Vidy je dobré
uvazovat i néjakou rezervu!

Jaky je redici faktor (DF — dilution factor) mezi jednotlivymi koncentracemi testované latky?
Jaké negativni kontroly je tfeba zahrnout do experimentu (je latka rozpusténa ve vodé nebo v
organ. rozpoustédle — solvent kontrola)?

Jaké blanky je tfeba zahrnout do experimentu — pro odecteni absorbance samotné testované
latky?

Pfi ivahach nad fedénim testované latky je nutné myslet na to, aby koncentrace rozpoustédla
byla ve vSech jamkdach stejna. Obsah rozpoustédla by nemél presahnout 0.5% cilového
objemu v testové jamce (v/v).

V kazdém kroku je nutné smés testované latky s 50%ZBB médiem dukladné promichat —
(vortex/pipeta/krouzivy pohyb).

- 1 jamka = 125uL médium + testovana latka
- 1 fedici bod testované latky ve vialce - pro 7 jamek + rezerva = 1000 ulL.

Testovana latka: diuron v 5-bodové koncentraéni radé: 1.23-3.7-11.1-33.3-100 pg/L (DF 3).
Zasobni roztok diuronu je rozpustén v methanolu v koncentraci 20 mg/L.

Obdobné jako u testované latky postupujeme pfi pfipravé 4-bodové koncentraéni 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 vodé.

Jednotlivé koncentracni varianty rozpipetujeme na desku po 125 uL na jamku — POZOR toto
je polovina konecného objemu vjamce, koncentrace testované latky ve vialkach
s pfipravenym redénim testované latky musi byt 2x vyssi nezZ je cilova (pfidanim 125ulL rfasové
suspenze dojde k nafedéni koncentrace 2x)

Naredénou suspenzi fas rozpipetujeme na 96-jamkovou mikrotitraéni desku multikandlovou
pipetou dle pipetovaciho schématu — 60 vnitfnich jamek desky, okrajové jamky jsou uréeny
pro blanky.

Pfed rozpipetovanim suspenzi fas dikladné promichejte. Pozor — fasy maji tendenci sesedat,
michani je opravdu dulezité! Pozor na kontaminaci blanku fasami!



Méfreni absorbance

Absorbanci mérime pfivinové délce 680 nm. Pfed kazdym mérenim je nutné jednotlivé jamky
promichat multikanalovou pipetou !!!

Ziskany soubor (ve formatu MS-Excel) uloZte na pevny disk pocitace do adresare
"C:/E1241_cviceni_2024 ve formatu datum_inicialy_casovy interval (napf: 241007_ZT_0h)

Expozice

Mikrodesti¢ku pfikryjeme vickem a exponujeme v inkubacni 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 zafivky a
zarivky Aqua Glo fialova, 40W)

Vyhodnoceni

Vysledkem testu toxicity na rasach jsou dva endpointy — inhibice rlistové rychlosti a inhibice
vytézku. Vyhodnoceni vysledkd experimentu provadime v programech MS Excel a GraphPad
Prism.

V MS Excel provedeme prvni vypocty.

Od kazdé namérené hodnoty testované latky/kontroly odecéteme pridmérnou absorbanci
blanku (médium v okrajovych jamkach).

Pro kazdou koncentracni variantu/kontrolu vypocteme primér, smérodatnou odchylku a
koeficient variance

Vyloucime pripadné odlehlé hodnoty (koeficient variance>10%)

Endpoint — INHIBICE RUSTOVE RYCHLOSTI (Growth rate inhibition):

Z upravenych hodnot vypocitdme ristovou rychlost (pro kazdou jamku) dle vzorce:

_ In ODgonec—In ODstqre

tkonec—tstart

kde:

i primeérna specificka ristova rychlost v ¢ase 0-x (dny);
tstart Casovy zacatek expozice (0 den);

tkonec Casovy interval méreni (x-ty den);

ODstart absorbance (po odecteni blanku) v ¢ase 0 (dny);

ODkonec  absorbance (po odecteni blanku) v ¢ase x (dny);

Hodnoty rlstové rychlosti pouZijeme pro vypocet inhibice ristu dle vzorce:

Ug —Hy

1974

* 100

%I =



kde :

Uk pramér specifické rlstové rychlosti kontroly
Uy pramér specifické rlstové rychlosti jednotlivych
variant koncentraci toxikantu
%l procento inhibice ristu oproti negativni/rozpoustédlové

kontrole v dané koncentracni varianté

Pro kontrolu validity testu je tfeba spocitat rlstovou rychlost v kazdém ¢asovém intervalu (0-
24; 24-48;48-72) — rlstova rychlost kontroly by se méla pohybovat v intervalu 0.4-1

Vypocet ucinnych koncentraci:

Vysledné hodnoty inhibice ristové rychlosti (v %) vlozte vidy k odpovidajicimu logaritmu
koncentrace do softwaru GraphPad PRISM, a vypoctéte hodnoty ICsq, 1C20, NOEC a LOEC.
Stejny vypocet provedte pro pozitivni kontrolu —dichroman draselny. Pti vypoctu postupujte
dle instrukci ziskanych na bloku o vyhodnoceni in-vitro dat (Dr. Jifi Novak).

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 vysledk( vyznacenim smérodatné odchylky.

Ovéreni citlivosti
Zkouska se povazuje za platnou, pokud se ECso zpUsobena referenénim roztokem (dichroman
draselny- pozitivni kontrola) pohybuje v rozmezi 0.8-1.2 mg/L



1. Test stanoveni akutni toxicity pro rybi embryo

Zpracovano podle normy OECD 236 Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test
Vyucujici: marie.smutna@recetox.muni.cz

Ryby jakoZto konzumenti vysSiho fadu hraji v ekosystému dlleZitou ulohu. Jsou soucasti
potravnich pyramid, podileji se na distribuci Zivin, promichavani sedimentu a vodniho sloupce,
jakoZto vrcholovi predatofi maji vliv na celkové usporadani vodnich ekosystému. Dalezita je i
jejich funkce hospodafskd, sportovni a rekreaéni. Uhyny ryb jsou €astym a medialné
pouZivanym indikatorem chemickych havarii, a tim i znecisténi Zivotniho prostredi. Testy na
rybach jsou v toxikologii a ekotoxikologii dlouhodobé vyuzivany. Testy na dospélcich jsou vSak
testy na zviratech, a tak se poji s urcitymi etickymi problémy. V poslednich desetiletich je
snaha omezovani testl na zvifatech a jejich nahrazovani alternativnimi testy, takzvané 3R
(Reduction, Refinement, Replacement). Jednim z téchto testl je i test na embryich Dania reria.
Tento test neni testem na zviratech, nebot rana vyvojova stadia nejsou povaZovana dle platné
legislativy za zvitata. Pfedpoklada se, Ze embrya neciti bolest a celkovy stres je nizsi nez u
dospélych jedincli. Na druhou stranu bylo prokazano, Ze vysledky akutniho testu na embryich
jsou srovnatelné s vysledky testd na dospélcich.

Princip testu

Cerstvé oplozend embrya Dania reria jsou exponovana rdiznym koncentracim testované latky
v krystalizacnich miskdch po 96hodin (4 dny). Kazdych 24hodin jsou pozorovany a
zaznamenany letalni i subletalni efekty.

Pozorované efekty jsou urceny porovndnim s kontrolou a pouzity pro vypocet LC50, EC50,
NOEC a LOEC pro jednotlivé ¢asy. Ve standardnim testu se pouzivd minimalné 5 koncentraci
testované latky pozitivni, negativni, popf. rozpoustédlova kontrola.

V této zkrdacené verzi pro Ucely cviceni bude v jedné krystalizaéni misce 10 embryi na jednu
koncentraci latky a test bude proveden v duplikatu.

Pristroje a chemikalie

Krystalizacni misky, standardni medium, 1000 ul pipeta, 200 ul pipeta, Spicky na pipety,
Pasteurova pipeta, testovana chemikdlie 3,4 dichloranilin, rozpoustédlo DMSO,
methylcelluléza, anestetikum MS-222, binokular, stfi¢ky, laboratorni papir, laboratorni
rukavice.

Podminky testu

Test probiha pti teploté 26+1°C.

Urover fertilizace vaji¢ek by méla byt vice nez 70 %

Nasyceni media kyslikem by mélo byt na konci testu vice nez 80 % v kontrole a nejvyssi
testované koncentraci

V negativni kontrole (a v rozpoustédlové, je-li pouzita) by mélo prezit vice nez 90 % embryi

V negativni kontrole (a v rozpoustédlové, je-li pouzita) by mélo byt na konci testu vyklubano
minimalné 80 % embryi

Medium je pfipraveno podle ISO 5667 a ISO 7346-3. MoZné rozpéti pH béhem testu je 6,5 —
8,0.

Svételny rezim je nastaven na 14 hodin svétla a 10 hodin tmy



Postup testu

Cviceni je stejné jako standardni test rozdéleno do 5 dn(. Prvni den se pokus zaloZi, kazdy den
(idedlné vidy po 24, 48, 72 a 96 hod) probiha kontrola embryi. Mrtvd embrya jsou z
krystaliza¢nich misek okamZité odstranéna.

Zavérecné vyhodnoceni probihd v 96 hpf (hours post fertilization) za pouZiti smési
methylcelluldzy a anestetika MS-222 (10 ml methylcellulézy a 2,5 ml anestetika) jsou larvy
imobilizovany pro snazsi pozorovani a je mozné pofidit fotodokumentaci nékolika malformaci
pro pouZiti v protokolech.

Celkem se pracuje s negativni kontrolou (embrya exponovana jen standardnimu médiu), s
rozpoustédlovou kontrolou (standardni medium s pridavkem rozpoustédla DMSO ve stejném
objemu, jaky se nachazi v koncentracni radé) a pét vzristajicich koncentraci testované latky
3,4 dichloranilin.

Jako pozitivni kontrola je pouzito 5 vzrlstajicich koncentraci ethanolu. Pro statistické
vyhodnoceni dostanou studenti vysledky od ostatnich skupin.

Pozorované efekty
Po 24 hodindach se pozoruji prvni efekty.

Mezi letaIni efekty patfi koagulace, neodlouceni ocasu od Zloutkového vacku, nepfitomnost
somit (zakladni segmentace téla).

Subletalni efekty jsou jakékoliv odchylky od normalniho vyvoje, napfiklad rlizné malformace,
edémy na srdci, Zloutku, deformované oci, nepfitomnost kontrakci (pohyb embrya).

Toxicita po 48,72,96 hodinach
Letalni efekty: koagulace, neodlouceni ocasu od Zloutkového vacku, nepfitomnost somit
(zakladni segmentace téla), nepfitomnost tlukotu srdce.

Subletalni efekty: jakékoliv odchylky od normalniho vyvoje, napfiklad rGzné malformace,

edémy na srdci, Zloutku, deformované oci, neptitomnost kontrakci (pohyb embrya),
deformace ocasu, pocet tepl za minutu.

Tabulka 1. Pozorovani akutni toxicity v jednotlivych ¢asech (24h — 96h)

24h 48h 72h 96h
Koagulovand embrya +
Nepritomnost somit

Neodlouéeni ocasu
Chybéjici tlukot srdce
Vykuleni

Malformace (ocas, hlava)
Pohyb

+ |+ |+ ||+ |+ |+
+ |+ |+ ||+ |+ |+
+ |+ |+ ||+ |+ |+




Obrazek 1: A) koagulované — spatné se vyvijejici embryo, B) embrya 3 hodiny po fertilizaci,
vpravo (Cervend Sipka), je vidét jediné zdravé embryo

Obrazek 2: A) normadlné se vyvijejici embryo (24h) — tvorba somiti (Cervend Sipka), je
mozZné pozorovat spontdlni pohyb embrya B) chybéjici somity

Obrazek 3: A) neodlouceni ocasu od Zloutkového vacku (96h) a dalsi pozorovatelné
malformace pfF. nevyvinuté oko, B) nedostatecnd cinnost srdce, chybéjici pohyb krevnich
bunék a také chybéjici tvorba somitii vtomto embryu (spiSe homogenni neZ segmentdlni
vzhled svalovych tkdni (96h))



Den 1 - zaloZeni testu
Cilem prvniho dne je rozpozndani spravné se vyvijejicich embryi pro test, nacviceni prace
s binokularem a pfenos embryi.

Priprava koncentra¢ni rady testované latky — 3,4 dichloranilin (0,5 - 1- 2 - 3 - 4 mg/l),
standartnim médiu

Od kazdé koncentrace (i kontrol) bude ptipraveno 30ml (2x 10 ml na test + 10 ml na transport
embryi, aby se zabranilo naslednému naredéni v testovacich miskach)

Po vytfidéni spravné se vyvijejicich embryi se do fedici misky pro danou koncentraci pfenese
nejméné 20ks embryi, které se nasledné prenesou do testovacich misek. Po prfeneseni dame
misky kultivovat do inkubatoru s fizenym svétlem a teplotou (26 °C a 14 hodin svétlo, 10 hodin
tma).

02h ~ ™, "
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Obrazek 4: normdlni vyvoj oplozenych vajicek 26 °C

Den 2 - pozorovani efektli po 24 hodinach vyvoje

Nejdfive se naulime rozpoznavat spravné se vyvijeci embrya. Spocitame a odstranime
nevyvijejici se/koagulovana embrya. Nasledné vsechny efekty v jednotlivych koncentracich
zaznamename do protokolu. Pozorovani probéhne pod binokularem pfipojenym k pocitaci.
Efekty bude pozorovat celd skupina na obrazovce. K pokusu poridime obrazovou
dokumentaci.



Den 3 — pozorovani efektli po 48 hodinach vyvoje

Postup bude stejny jako v den 2.

Pozorované efekty po 48 hodinach:

Letalni efekty: koagulace, nepfitomnost tlukotu srdce.

Subletalni efekty: rlizné typy deformaci, specidlné pak deformace srdce, patere, ocasu,
Vyména média.

Obrdzek 5: zdravé se vyvijejici embrya 48 hpf

Den 4 - pozorovani efektt po 72 hodinach vyvoje
Postup bude stejny jako v den 2. a 3.

Den 5- pozorovani efektd po 96 hodinach vyvoje

Zaznamename konecnou mortalitu pro kazdy replikat, jakoZ i pocet (ne)vylihlych embryi.
Nasledné jedince presuneme do kadinky se smési methylcellul6za+anestetikum a pozorujeme
je na Petriho misce pod mikroskopem, zajimavé efekty mizeme vyfotit pfipojenou kamerou.
Zapisujeme razné typy deformaci: patere, ocasu, hlavy, nevyvinuti Celisti, neabsorbovany



Zloutkovy vak, rizné edémy (srdce, Zloutkového vaku, ...), nevyvinuty ¢i nenafoukly plynovy
méchyfr.

Obrdzek 6: malformované larvy zebficky po 96 hpf,

A zdrava larva

B malformace celisti, chybéjici plynovy méchy#, srdecni edém, Spatné absorbovany
Zloutkovy vak

C Deformace patere, malo nafoukly plynovy méchyfr, malformace hlavy

D malformace hlavy, srde¢ni edém, absence plynového méchyre, nevstiebany Zloutkovy vak
E Vainé deformity patefe, ocasu, hlavy, mnoiZstvi edému, celkova malformace

Protokol - Zpracovani vysledkut

v

V prehledné tabulce budou zaznamenany vysledky pozorovani. Kazdy student zpracuje a
odevzda hodnoty EC50, LC50 a NOEC pro vSechny pozorované ¢asové body (24, 48,72, 96h).
Je potfeba vypocitat i smérodatnou odchylku.



3.Zkouska inhibice reprodukce s chvostoskokem

Folsomia candida

Zpracovano podle normy ISO 11267 (1999)
Vyucujici: marek.sudoma@recetox.muni.cz

Cilem ulohy je naucit se postup standardizovaného béziné pouzivaného pidniho biotestu,
pomoci kterého se hodnoti vliv kontaminace pld na prezivani a reprodukci chvostoskoka
Folsomia candida. Tento biotest Ize pouZzit pro hodnoceni ekotoxicity chemickych latek,
redlné kontaminovanych ptirodnich pad, vytéZzenych sedimentt a hlusiny, kal( z Cistiren
odpadnich vod, odpadd, suti a drti a dalSich pevnych matric.

Princip testu

Synchronizovana kultura chvostoskokl F. candida je exponovdna po dobu 28 dn( testované
latce (kys. boritd) v artificialni piidé. Na konci testu se hodnoti mortalita dospélych jedinct a
jejich reprodukce.

Pristroje a chemikalie
Raselina, kfemicity pisek, jil, CaCOs, kys. boritd, dH.0, inkoust nebo tus, sadra, aktivni
uhli, 1M KClI, susené kvasnice,
fotoaparat se stativem, lampicky, predvazky, analytické vahy, inkubator, pH metr,
sklenicky na testy (cca 150 mL) s vicky, exhaustor/détska odsavacka, stétecek,
vyhodnocovaci miska, papir, ¢erna plastova folie, nalevky, filtracni papiry, infuzni
lahve, odmérné sklo, mikropipety, nerezové misy, ochranné pom’cky, drobné lab.
vybaveni

Priprava experimentu

ZaloZeni chovu

Kultura chvostoskokU F. candida se chova v plastovych krabic¢kach nebo na Petriho miskach
na smési aktivniho uhli a sadry. Sddra a aktivni uhli se smichd v poméru cca 9 :1. Do misky se
nalije trochu vody a prida mix aktivniho uhli a sadry tak, aby se vytvofila na dné souvisla
vrstva. Pfipravené misky se nechaji nékolik hodin zaschnout. Do substratu se vytvofi ostrym
predmétem nékolik ryh (pro kladeni vaji¢ek). Doprostied misky se pak prida Spetka suSenych
kvasnic (drozdi) a ovlhéi destilovanou vodou. Ze starsich chovi se pfida na misku pomoci
exhaustoru cca 40 stfedné velkych chvostoskok(. Miska se dobfe uzavie a popiSe. Chov se
uchovava pfi 20 = 2 °C. Chov je nutné kvili pevné uzavienym nddobam vétrat jednou tydné,
kdy se také kontroluje vlhkost substratu a pridava Spetka kvasnic. Optimalni vihkost se pozna
tak, Ze cerny substrat je lehce matny ne leskly a po pokapdani vodou se tato pomalu vsakuje.
Pro ucely cviceni se vyuZije jiz zavedena laboratorni kultura.



Synchronizace chovi

Do testl 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 chvostoskokd na novy substrat obvykle spousti ovipozici.
Po 2 dnech dospélé jedince odstranime a v kultivaéni nadobé zUstavaji jen vajicka
(zkontrolujeme pod binokuldrem). Po¢kdame na vylihnuti vajicek a poté, co se objevi prvni
juvenilové, odpocitame 10 — 12 dni. Pro ucely cvi¢eni bude jiz synchronizovana kultura
pfipravena.

Pfiprava artificialni pudy (den 1)
Artificidlni plda dle norem OECD a ISO ma sloZeni:

10 % vysuSena raselina presata a homogenizovana pres 2 mm sito

20 % kaolinovy jil s obsahem kaolinitu minimalné 30%

70 % kfemenny pisek s minimalné 50% zrn 0.05 — 0.2 mm

CaCOs se pridava tak, aby vysledné pH (KCl) bylo 6 + 0.5; obvykle 0,5 % CaCO3
Studenti ptipravi 1 kg artificidlni pQdy.

Maximalni vodni kapilarni kapacita pludy (den 1 a 2)

Maximalni vodni kapilarni kapacita pldy (WHCmax dle angl. Maximum Water Holding
Capacity) je stav, kdy je plida schopna v pfirozeném uloZeni udrZet v kapilarnich pérech
nejvétsi mnozstvi vody. Vyjadfuje se v jednotkach objemu vody na gram suché zeminy.
Procentudlni vyjadieni WHC znamena, kolik procent nasyceni pidy vodou - maximalni
WHCmax (100% WHC) - je poZzadovano. Vlhkost artificidlni pldy do testu s chvostoskoky je
idealni cca 50% WHC.

Detailni ndvod pro stanoveni WHC je uveden v ,,SOP-01-CZ Susina a WHC"

Studenti stanovi 50% WHC artificidlni pady.

Stanoveni pH pudy

Studenti ovéri, zda je pHkc sledovanych pld v rozmezi 6 + 0,5.
Detailni ndvod pro stanoveni pH je uveden v ,,SOP-02-CZ pH“

Postup testu

Studenti budou stanovovat toxicitu kys. borité pro chvostoskoka ve dvou koncentracich 100
mg a 200 mg/kg pldy.

Kontaminace ptdy

Studenti pripravi zasobni roztok kyseliny borité (vhodnou koncentraci roztoku urci
sami na zdkladé pozadavk( shrnutych v dokumentu: ,,Pfiprava na test F. candida“
Artificidlni padu rozdélte na tfi ¢asti a zbytek ponechte stranou:
o 400 g cisté artificidlni kontrolni pady (=AS; artificial soil)
o 400 g kontaminované pudy; koncentrace 100 mg kys. borité / 1 kg ptdy
(susiny)
o 400 g kontaminované pudy; koncentrace 200 mg kys. borité / 1 kg pUdy
(susiny)



Pfipravte kontaminacni roztoky smichanim dH,0 a zasobniho roztoku kys. borité tak,
aby jejich vysledny objem odpovidal pfidavku vody na ovlhéeni 50% WHC.

Ovlhcete a zaroven kontaminujte pldu pfipravenymi roztoky

Dobfe promichejte

Zacatek testu

Do sklenénych nadobek na test navazte po 30 g pudy (kazdy studen bude pfipravi 2
opakovani od obou testovanych koncentraci a 2 od kontroly).

Na povrch pldy dejte Spetku kvasnic.

Ze synchronizovaného chovu pomoci odsavacky odeberte vzidy 10 jedinct (davejte
pozor na spravny pocet!) a vyklopte je do testovaci nadobky s pldou. Tento krok
vyzaduje jistou praxi. Vyzkousejte si jedince nékolikrat spocitat nanecisto.

Nadoby tésné uzaviete vicky

Nadoby umistéte do inkubacni mistnosti (teplota 20 + 2 °C).

Prabéh testu

Kazdy tyden nddoby provétrejte a dosypte Spetku kvasic.

Konec testu

Po 28 dnech od zaloZeni testu vyhodnotte mortalitu a reprodukci pomoci flotacni metody.
pfipravte fotoaparat se stativem pro fotografovdni misek. Na stativ pfipnéte lampicky
ze dvou stran, aby dobfe osvétlovaly pocitaci misky.

Do testovaci nadobky nalijte vodu z kohoutku a zvortexujte

Poté beze zbytku prelijte suspenzi do pocitaci nadoby (zbytky pldy mizete
vyplachnout stfickou).

K suspenzi kdpnéte par kapek inkoustu a zamichejte potfepanim.

Vedle misky, kterou budete fotit, umistéte popisek.

Misky vyfotte spolu s popiskem alespon tfikrat a mezi focenim misky podle potreby
protfepejte.

Kapalnou ¢ast z misek vylejte do vylevky, pevnou ¢ast vyklepte do pytle na
kontaminovany odpad.

Vyhodnoceni testu a vypracovani protokolu o zkousce (samostatné)

Kazdy student samostatné vyhodnoti vysledky spole¢né pro vSechny varianty a opakovani.
Na fotkach spocitejte pocet dospélcli a juvenil( a porovnejte jejich pripadny ubytek
s kontrolni variantou. PoCty uvedte v tabulce, spolu s priméry a smérodatnymi
odchylkami.
Stanovte mortalitu dospélcl (%) a inhibici jejich reprodukce (%; Ubytek juvenil(
v porovnani s kontrolou). Zobrazte vysledky graficky. Uvedte jako priaméry spolu se
smérodatnymi odchylkami.
Vypocet NOEC ¢i EC50 neni vzhledem k nizkému poctu sledovanych variant
smérodatny. Vypoctéte ale, zda mezi kontrolou a testovanymi variantami doslo ke



statisticky vyznamnému rozdilu v mortalité a reprodukci. Po ovéreni shodnosti
rozptylu ovérte shodnost vysledku napf. studentovym T-testem a vysledek (p-value)
uvedte.

Do protokolu déle uvedte svoje poznamky, postup a cokoliv vam pfrijde dllezité si
zapamatovat.



