VETERINARNI A FARMACEUTICKA UNIVERZITA BRNO
FAKULTA VETERINARNI HYGIENY A EKOLOGIE
USTAV EKOLOGIE A CHOROB ZVERE, RYB A VCEL
Standardni operaéni postup - SOP 02

Terestrické testy ekotoxicity

Stanoveni inhibice reprodukce chvostoskoka (Folsomia candida)

1. Cil
Tento test slouzi ke stanoveni vlivu pidnich kontaminantii a chemickych latek na reprodukci

chvostoskoka Folsomia candida v definovaném umélém ptidnim substratu.

2. Charakteristika testu

Test bude provadén s chvostoskokem Folsomia candida dle normy CSN ISO EN 11267 a
OECD 232. Princip testu spociva v tom, Ze je urcity pocet jedincii chvostoskokil vystaven fade
fedéni kontaminované ptidy nebo rozsahu koncentraci zkousené latky a sleduje se vliv na jejich

preziti a reprodukci.

3. Material

3.1 Testovaci organismy

Folsomia candida — juvenilni jedinci ve stafi 10—12 dni

3.2 Chemikalie a suroviny
> Cerna tud
» Kyselina borita
» Artificialni substrat - uméla puda pfipravena dle smérnice OECD (kfemenny pisek,

kaolinitovy jil, raselina, CaCO3)
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3.3. Kontrola — artificialni puda

Jako kontrola se pouzije uméle pfipravend smés se zarucenou konstantni kvalitou dle smérnice

OECD. Kontrolni ptida se pfipravi smichanim a diikladnou homogenizaci 69 % hmotnostnich

ktemenného pisku, 20 % hm. kaolinitového jilu, 10 % hm. raSeliny a 1% hm. CaCOs3 pro Gpravu

celkového pH na 6,0 + 0,5. Vodni kapacita piady (WHC) je udrzovana v rozmezi 40—60 %.

3.4. Pristroje a pomucky

>

YV V. V V V V V V

Zkusebni nadoby - sklenéné lahve s polyethylenovym vickem
parafilm

analytické vahy

dechovy exhaustor (odsavacka)

temperovana kultivacni komora s osvétlenim

pH metr

nastavitelné automatické pipety

Petriho misky

fotoaparat s makroobjektivem

4. Podminky testu

YV V.V V V V V V VY

juvenilni jedinci Folsomia candida ve stati 10—12 dni

mnozstvi zkouSené smési ¢i kontroly v jedné nadobé: 30 g

10 chvostoskokil na zkusebni nadobu

krmeni: suSené pivovarské kvasnice, mnozstvi ptizpisobit pfijmu potravy
teplota: 20+ 2 °C

pH 6,0 £0,5

vlhkost umélé ptdy i zkouSené smési: 40—60 %

osvétleni: fotoperioda 16 h svétlo/8 h tma

délka expozice: 28 dni

5. Pracovni postup

Pfed samotnym testem je potfeba Si pfipravit synchronizovanou kulturu chvostoskokt. Na

cerstvy substrat se pomoci dechového exhaustoru piremisti adultni jedinci z chovu, coz obvykle

spousti ovipozici. Za 3 dny se dospéli jedinci odstrani a v kultivacni nadob¢ zlstanou pouze

vajicka. Za 12 dni se z vajiek vylihnou juvenilni jedinci, kteti se pouziji pro zkousku.
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YV V. V V VY

>

Pripravime koncentra¢ni fadu testované latky (3 - 5 koncentraci)

do zkusebnich nadob navazime po 30 g predem ptipravené artificialni ptdy

pudu kontaminujeme piipravenymi koncentracemi testované latky

kontrolu tvofi uméla pida bez ptidavku testované latky

pomoci dechového exhaustoru preneseme do zkusebnich nadob 10 juvenilnich jedinct
Folsomia candida

na zacatku testu a po 14 dnech priddme do testovacich nadob Spetku susenych
pivovarskych kvasnic

zkusebni nadoby S chvostoskoky piekryjeme parafilmem (potravinaiskou folii) a
vlozime do inkubatoru

dvakrat tydné parafilm odkryjeme (provzdu$néni nadoby).

Test probiha v inkuba¢ni mistnosti pfi teploté¢ 20 = 2 °C. Po 28 dnech expozice se pocita pocet

jedincti.

Obrazek ¢. 1: Laboratorni inkubator

6. Test na standardu

Jednou ro¢né se chvostoskoci testuji na referencni latku, zda laboratorni podminky neovlivnily

citlivost testu. Touto referencni latkou je kyselina boritd. Navrzenad rozpéti hodnot ECso

kyseliny borité jsou 50-200 mg/kg.
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7. Vyhodnoceni testu
» Do kazdé testovaci nadoby pridame cca 50 ml destilované vody a obsah zlehka
promichame sklenénou ty¢inkou
» 0Obsah nadoby prelijeme do 100 ml Petriho misky a obarvime né€kolika kapkami ¢erné
tuse (svétla barva chvostoskoki je pak dobie viditelna na tmavém pozadi)
» povrch vodni hladiny s chvostoskoky vyfotografujeme a na pofizeném snimku

spocitame pocet dospélcil a juvenili.

Obrazek ¢. 2: Chvostoskoci po obarveni ¢ernou tusi

Vysledné hodnoty reprodukénich parametri jedinct vystavenych zkousené smeési se porovnaji
s hodnotami reprodukénich vysledki v kontrole, vypocita se inhibice reprodukce v procentech,
mortalita dospélcli v procentech a nésledné¢ hodnota 28dECsp (efektivni koncentrace, kterd

vyvola po 28 dnech expozice 50% inhibici reprodukce testovanych jedincu).

8. Validace testu
Vysledky se povazuji za platné, jestlize jsou splnény néasledujici podminky:
» pocet narozenych jedincl v jednotlivych kontrolnich nasazenich musi dosdhnout

alesponi 100 ks,
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> koeficient variace reprodukce v kontrolnich paralelnich nasazenich nesmi byt vétsi
nez 30 %,
» primérna mortalita dospélcti na konci testu v kontrolnich paralelnich nasazenich

nesmi byt vétsi nez 20 %.

9. Pouzita literatura
OECD GUIDLINE 232 (2009): Collembolan Reproduction Test in Soil.

CSN ISO 11267 (2014): Kvalita piidy — Inhibice reprodukce chvostoskoktl (Folsomia candida)
latkami znecist'ujicimi pudu.
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