3.Zkouska inhibice reprodukce s chvostoskokem

Folsomia candida

Zpracovano podle normy ISO 11267 (2011)
Vyucujici: marek.sudoma@recetox.muni.cz

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

Princip testu

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

Pfistroje a chemikalie
Raselina, kifemicity pisek, jil, CaCOs, kys. boritd, dH,0, inkoust nebo tus, sddra, 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, Petriho
misky, vyhodnocovaci miska, papir, Cerna plastova folie, nalevky, filtracni papiry,
infuzni lahve, odmérné sklo, mikropipety, nerezové misy, ochranné pomucky, drobné
lab. vybaveni

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 smicha 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 vajicek). Doprostied misky se pak prida Spetka susenych
kvasnic (drozdi) a ovlh¢i destilovanou vodou. Ze starsich chov( 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 kvali pevné uzavienym nadobdm vétrat jednou tydné,
kdy se také kontroluje vlhkost substratu a pfidava 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 chovti

Do testl se pouZivaji 10 - 12 dni stafi juvenilni chvostoskoci, proto je nutné kulturu
chvostoskok( sjednotit — synchronizovat. Na novy substrat (sddra s aktivnim uhlim v poméru



9:1) pfemistime pomoci dechového exhaustoru vétsi jedince (= zaloZeni synchronizace).
Premisténi chvostoskokU na novy substrat obvykle spousti ovipozici. Po 2 dnech dospélé
jedince odstranime a v kultivacni nadobé zlstavaji jen vajicka (zkontrolujeme pod
binokuldrem). Pockame na vylihnuti vajicek a poté, co se objevi prvni juvenilové, odpocitame
10—-12 dni.

Pfiprava artificialni pudy
Artificidlni plda dle norem OECD a ISO ma sloZeni:

10 % vysus$ena raselina presatd 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 (KCI) bylo 6 £ 0.5; obvykle 0,5 % CaCO3
Studenti ptipravi 1 kg artificidlni pQdy.

Maximalni vodni kapilarni kapacita ptdy

Maximalni vodni kapilarni kapacita pldy (WHCmax dle angl. Maximum Water Holding
Capacity) je stav, kdy je plida schopna v pfirozeném stavu udrzet v kapildrnich pérech
nejvétsi mnozstvi vody. Vyjadiuje se v jednotkdch 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 SusSina a WHC"

Studenti stanovi 50% WHC artificidlni pudy, kterou pfipravili.

Stanoveni pH pldy
Studenti ovéfi, 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 pudy:
Studenti pfipravi 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 300 g ¢isté artificidlni kontrolni plady (=AS; artificial soil)
o 300 g kontaminované pudy; koncentrace 100 mg kys. borité / 1 kg ptdy
(susiny)
o 300 g kontaminované pudy; koncentrace 200 mg kys. borité / 1 kg ptdy
(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 ptdu pfipravenymi roztoky
Dobfe promichejte



Zacatek testu:

Do sklenénych nddobek na test navazte po 30 g pady (pfipraveno vidy ve ¢tyfech
opakovanich).

Na povrch pldy dejte Spetku kvasnic.

Ze synchronizovaného chovu pomoci exhaustoru odeberte vidy 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 inkubatoru (teplota 20 + 2 °C).

Prtbéh testu:

Kazdy tyden nadoby 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 fotografovani misek. Na stativ pfipnéte lampicky
ze dvou stran, aby dobfe osvétlovaly pocitaci misky.

Do testovaci nddobky 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 trikrat 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:

Kazda skupinka student(i samostatné vyhodnoti vysledky pro vSechny varianty a opakovani.
Na fotkach spocitejte pocet dospélcli a juvenill 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 dale uvedte svoje poznamky, postup a cokoliv vam pfrijde dllezité si
zapamatovat.



