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STANOVENI UCINKU HNOJIV A AGROCHEMIKALII
NA REPRODUKCI ZiZALY EISENIA ANDREI

1 Ucel a rozsah

Metoda je urCena k detekci potencidlniho vlivu hnojiv a agrochemikélii na schopnost
reprodukce zizaly Eisenia andrei po jednorazové aplikaci testované¢ho pripravku. Tento
chronicky test je pouzitelny pro pidy a materidly neznamé kvality (napf. kontaminované pudy,
odpadni materialy). Uginky piipravku se hodnoti za pouziti definovaného umélého ptidniho
substratu (artificidlni pidy). Tato metoda neni urCena k testovani volatilnich latek a nebere
v uvahu stalost latky v prib¢hu testu.

2 Princip

Test probiha minimalné pti 6 koncentracich daného ptipravku. Koncentra¢ni fada vychazi
z maximalni davky doporucené pro aplikaci na ptidu, kterd je ptiblizné uprostied sledované
koncentracni fady. Soucasti testu je 1 kontrolni varianta neoSetfena testovanym piipravkem.
Test trvd 56 dni. Po 28 dnech se odeberou dospéli jedinci a vyhodnoti se jejich mortalita
(poptipad¢ nartist ¢i ubytek biomasy zizal). Na konci testu po dalSich 28 dnech inkubace
se vyhodnoti vliv na reprodukci zizal spocitanim juvenild.

3 Chemikalie

1 Artificialni pada ("bild" vrchni raselina — velikost ¢astic 2 mm £ 1 mm, kiemenny pisek —
vice nez 50 % hmotnosti pisku v rozmezi velikosti zrnek 0,05 mm — 0,2 mm, kaolin —
napft. Sigma, CaCOs3; — uprava pH).

2 Chlorid draselny (KCl), roztok KCI, ¢ = 1 mol/l.
Ptiprava: 74,6 g KClI se rozpusti v destilované vod¢ a doplni na 1000 ml.
Voda (deionizovand, demineralizovana nebo destilovand) na ovlhceni.

4 Granulovany kravsky hntj.

5 Testovany ptipravek.

4 Pristroje a pomiicky

1 Sklenéné testovaci nadoby s perforovanymi vicky, (1 —2) L.
2 Nédoba na michani artificidlni pady (AP).

3 Srotovaci zafizeni na rozsekani raseliny.

4 Michacka na artificialni padu.
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Sito o jmenovité délce ok 2 mm.
Mrazak -20 °C (-80 °C).
pH metr.

Klimatizovana mistnost ¢i ristova komora vytemperovana na (20 + 2) °C.

O 0 3 O Wn

Svételny zdroj (napt. bilé zatfivky) schopny dodavat konstantni intenzitu svétla
(400 — 800) lux pfi fizeném cyklu svétlo : tma (16 : 8) hodin nebo (12 : 12) hodin.

10 Luxmetr.

11 Piedvazky, ptesnost 1 g, vazivost do 5000 g.

12 Ptfedvazky, ptesnost 0,01 g, vazivost do 200 g.

13 Nastavitelné automatické pipety (0,2 — 1) mla (1 —5) ml.
14 Vodni lazen, (50 — 60) °C.

15 Plastovy tac.

16  Pocitadlo.

17  Dtevéna Spejle nebo mikrobiologicka klicka.

18  Sklenéna tycCinka.

5 Testovany organismus

1 Zasobni kultura zizal Eisenia andrei.

6 Postup
6.1 Priprava artificialni pidy (AP)

Artificialni ptada se sklada z kfemenného pisku, kaolinu, pfesaté raseliny a CaCOs3, ktery slouzi
k uprave pH artificialni pidy na 6 + 0,5. Pro test se zizalami pouzivame svétlou raselinu. Presétéa
raselina se defaunizuje hlubokym zamrazenim na -80 °C nebo se necha 3 x zmrznout pti -20 °C
a pfi laboratorni teploté¢ se nechd opakované rozmrznout. Kiemenny pisek, kaolin a raselina
se smichaji v poméru 69 : 20 : 10. Artificidlni ptida se necha den odlezet v laboratornich
podminkach a zméfi se jeji pH. Pokud je potieba, pH se upravi uhli¢itanem vépenatym
na hodnotu 6 £+ 0,5. Necha se dalsi 3 dny odlezet a pak se znovu ovéti hodnota pH (viz JPP
UKZUZ, postup ¢. 30042.1). V AP se zmé&ii také maximalni vodni kapacita (WHC, viz JPP
UKZUZ, postup &. 31180.1) a sudina (viz JPP UKZUZ, postup &. 30020.1).
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6.2 Experimentalni usporadani

Predbézny test: Piedbézny test je volitelny a je vhodné ho zvolit v ptipadé, kdy toxicita
testované latky neni znama. Predbézny test slouZzi k zjisténi rozsahu koncentraci testované latky
ovliviiujici zizaly, napt. 0 mg/kg, 1 mg/kg, 10 mg/kg, 100 mg/kg a 1000 mg/kg. Piedbézny test
se provadi bez opakovani. Pokud nejsou pozorovany zadné ucinky ani pii koncentraci
1000 mg/kg, lze definitivni test navrhnout jako test limitni.

Definitivni test: Slouzi ke zjiSténi mortality jedinci a vlivu na reprodukci. Pfi pfipravé
koncentracni fady se nedoporucuje volit fedici krok vyssi nez 2.

Mozné uspotadani definitivniho testu:

1 Pro NOEC (No Observed Effect Concentration — koncentrace, pfi které neni pozorovan
nezadouci ucinek) piistup se pouzije alesponn 5 koncentraci v geometrickych sériich
po 4 opakovéanich + 8 kontrol.

2 Pro ECx (Effect Concentration — u¢inné koncentrace, pti které se projevi ucinek u x %
sledované populace) ptistup se pouzije az 12 koncentraci po 2 opakovanich + 6 kontrol.
Redici krok miize byt proménlivy: mensi v nizkych koncentracich a vétsi ve vysokych
koncentracich.

3 Pro smiSeny piistup se pouzije 6 az 8 koncentraci v geometrickych fadach
po 4 opakovéanich + 8 kontrol.

Limitni test: Pro pfipad rychlého zhodnoceni testované latky lze zvolit limitni test, ktery
se sklada z kontrolni varianty a doporucené davky testovaného ptipravku v 4 opakovanich.
Limitni test mze byt dostacujici, pokud v pfedbézném testu nebyly pozorovany zadné toxické
ucinky.

Spotieba AP se vypocte podle zvoleného designu. Na kazdé opakovani je tieba 500 g suché
AP. Dale je potteba pri¢ist minimalné 2 x 20 g suché pudy na kontrolu pH a aktualni vlhkosti.

6.3 Aplikace testované latky a rozdéleni AP do testovacich nadob

Jeden az tii dny pred zacatkem testu se do celkového mnozstvi AP od kazdé testované
koncentrace aplikuje testovana latka a zaroveni se AP ovlh¢ina 50 % WHC.

Mnozstvi testovaného piipravku pro aplikaci na AP se pfepocita podle realného modelu, kdy
se predpoklada standardni hloubka pii zapravovani hnojiv do ptady (obvykle se pohybuje kolem
30 cm). V laboratornich podminkach se pocita s hloubkou zapraveni 10 cm do pudy (mozny
hors§i scénar). Poté se prepocitd odpovidajici davka na mg/g suché pudy a piipravi se
koncentra¢ni fada testovaného ptipravku. Pti vypoctech aplikacnich davek se pocita s hodnotou
hustoty ptdy 1,5 g/cm?.

Ze zasobniho roztoku testované latky (= nejvyssi koncentrace) se fedici fadou ziskaji nizsi
koncentrace testované latky. Podle rozpustnosti testovanych latek se musi liSit jejich aplikace
na AP:

1 Ve vod¢ rozpustné latky se rozpusti ve vode (3). Mnozstvi roztoku se spocita tak, aby
se doséhlo pozadované koncentrace a vysledné vlhkosti ptidy (dovlh¢eni na 50 % WHC).
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2 Pro latky nerozpustné ve vod¢, ale rozpustné v organickych rozpoustédlech, se pouzije
tékavé rozpoustédlo (dichlormetan, cyklohexan, aceton, hexan). Mnozstvi testované latky
potiebné k dosazeni pozadované koncentrace se rozpusti v rozpoustédle a smichd se
s ¢asti kiemenného pisku. Po odpafeni rozpoustédla v digestofi (nejlépe pres noc)
se kontaminovany pisek dikladné promichd se zbytkem standardni pidy a dovlhéi se
na 50 % WHC. V kazdém opakovani musi byt stejné mnoZstvi rozpoustédla, aby nedoslo
k ovlivnéni vysledki. Je také nutné zalozit kontrolni sadu na pouzité rozpoustédlo, aby
se zjistilo, zda samo rozpoustédlo neni pro zizaly toxické.

3 Pro latky nerozpustné ve vodé, ani v organickych rozpoustédlech, se latka peclivé vmicha
piimo do testované plidy, nebo se pouzije smes 10 g jemné mletého industridlniho
kifemenného pisku (nebo 10 g suchého piidniho substratu) a mnozstvi testované latky
pottebné k ziskani pozadované koncentrace. Peclivé se v§e promichd. Dovlh¢i se na 50 %
WHC.

Uzaviené nadoby s pfipravenou kontrolni pidou a ptidou s piidavkem testované latky se umisti
do mistnosti (ristové komory) vytemperované na (20 = 2) °C do zacatku testu. V den zahéjeni
pokusu se nadoby pievazi a doplni se ptipadny ubytek vody. Pfipravend AP se rozvazuje
po 500 g suché hmotnosti do sklenénych testovacich nadob. Pida v testovacich nadobach
by neméla byt udusana kvili volnému pohybu Zizal.

6.4 Vlastni postup testu

Do kazdé testovaci nadoby je na povrch pidy aplikovano 10 Zizal. Zizaly do testu by méla
tvotit, pokud mozno homogenni populace z hlediska véku, velikosti a hmotnosti. Do testu je
vhodné pouzit dospélé zizaly 2 mésice az 1 rok staré, stejné velikosti a s dobfe vyvinutym
opaskem. Doporu¢ovana hmotnost na jednu zizalu je (250 — 600) mg. Doporucuje se zizaly
pfed vlastnim testem aklimatizovat 1 az 7 dni v artificidlni ptd¢ s ptidavkem ovlh¢eného
granulovaného kravského hnoje.

Pted aplikaci do naddoby se zizaly po 10 jedincich opatrné oplachnou v kohoutkové vod¢, osusi
papirovou utérkou a zvazi. Po aplikaci zizal se testovaci nadoby uzaviou perforovanymi vicky,
aby byl zajistén dostatecny piisun vzduchu, zvazi se a umisti do mistnosti (ristové komory)
vytemperované na (20 £ 2) °C. Intenzita osvétleni je nastavena na (400 — 800) lux pii fizeném
cyklu svétlo : tma (16 : 8) hodin.

vvvvv

granulovany kravsky hnij. Granulovany hnij je potfeba pted aplikaci do nadob ovlh¢it vodou
(3) anechat asi hodinu odstat. Na ovlhéeni 5 g suchého hnoje ptipada 6 ml vody (3). Na zacatku
testu se aplikuje 11 g vlhkého hnoje na testovaci nadobu. Hntllj se pomoci sklenéné ty€inky
opatrn¢ zahrabe asi 1 cm pod povrch testovaci matrice.

Po aplikaci zizal a potravy do testovacich nadob se nadoby uzaviou a zvazi.
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6.5 Kontrola vlhkosti a krmeni

Kazdy tyden se kontroluje vlhkost zvazenim nadob. Pfipadny ubytek hmotnosti se doplni vodou
(3). Na povrch piidy se nejprve rovnomérné nakape mnozstvi chybéjici vody, az poté se pod
povrch pudy aplikuje potrava (11 g vlhkého hnoje na opakovani). Naposledy se potrava
do testovacich nadob ptidava 28. den inkubace po vyjmuti dospélych Zzizal. Soucasné
s doplitovanim vody a krmenim dochazi k provétrani testovacich nadob.

6.6 Vyhodnoceni testu a po¢itani juvenili

Po 28 dnech inkubace se vyhodnoti mortalita dospélych zizal. Testovaci nadoby se prevazi
kvili doplnéni ubytku vody. Obsah testovaci nadoby se opatrné vysype na plastovy tac. Dospélé
zizaly se opatrné vyberou z plidy a spocitaji se, umyji se v kohoutkové vodé, osusi a nasledné
zvazi. Do pudy se nakape ubytek vody a ptuda se po kratkém promichani vrati zpét do testovaci
nadoby. Pod povrch pidy se zahrabe 11 g ovlhéeného hnoje, nadoby se uzaviou perforovanymi
vicky, pfevazi a ponechaji se inkubovat dalSich 28 dni. Kazdy tyden se kontroluje vlhkost
a vétra se, ale potrava se jiz nepfidava.

Po 56 dnech inkubace se hodnoti pocet vylihnutych juvenilnich zizal. Juvenilni zizaly je mozné
z pudy vybrat rucné a spocitat, ale tento proces je casové velmi narocny. Proto je pro extrakci
zizal z ptidy doporucend tepelnd extrakce. Tepelnou extrakci je mozné provadét ponotfenim
testovaci nadoby do vodni 1azné o teploté (50 — 60) °C. Po ptiblizné (20 — 30) min se juvenilni
zizaly objevi na povrchu piidy a je mozné je opatrné rukou odebrat spolecné s vrchni vrstvickou
pudy a spocitat. Nasledné je tfeba zkontrolovat vnitini stény nddoby a prohrabnout vrstvu ptdy
pod odebranym Zzizalami a ptipadné nalezené Zizaly zapocitat.

Po vyhodnoceni testu je nutné viechny Zizaly vystavené testované latce usmrtit. Zizaly se
usmrti zmrazenim pii -20 °C (-80 °C).

6.7 Vyhodnoceni dat

Pro kazdou koncentraci zkouSeného vzorku a kontrolu se vypocte procentudlni mortalita
dospélych zizal, aritmeticky primér poctu juvenilnich Zzizal, smérodatna odchylka (SD)
a varia¢ni koeficient (CV).

Kritéria validity

Vysledky se povazuji za platné, pokud v kontrole plati nasledujici podminky:

1 Mortalita dospélych jedincli po ¢tvrtém tydnu by neméla v priméru presdhnout 10 %.

2 Za piedpokladu, Ze na pocatku testu bylo zavedeno 10 dospélych jedincii na jednu
nadobu, na konci testu by mél byt primérny pocet juvenilii na jednu nddobu vyssi nebo
roven 30.

3 Na konci testu by variacni koeficient pro reprodukéni data nemél prevySovat 30 %.

Pokud nejsou splnény podminky validity testu, test se opakuje.
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je pozorovan nezadouci ucinek) a ECy se vypocitaji dle nize uvedené¢ho schématu (1):

Pro testovani normality rozd€leni dat se pouzije Shapirav-Wilkiv test a pro testovani
homogenity rozptyli Leventv test.

Stanoveni NOEC a LOEC, sefazeno sestupné podle sily testu:

1 Data maji normalni rozdéleni a homogenni rozptyl: silné¢jsi Williamstv test trendu
pii splnéni podminky monotonnosti dat, jinak jednostranny Dunnetiv test.

2 Data maji normalni rozdéleni a nehomogenni rozptyl: jednostranny Welchtv t-test
s Bonferroniho-Holmovou korekci, ktera je ovSem velmi konzervativni.

3 Data nemaji normalni rozdéleni a splituji podminky homogenity varianci: pfi splnéni
podminky monotoénnosti dat se pouzije Jonkheere-Terprstriv test trendu, jinak
jednostranny U-test s Bonferroniho-Holmovou korekci.

Stanoveni ECx:

1 Jako prvni se provede vypocet pomoci 2-, 3- nebo 4- parametrické nelinearni regrese
s kumulativni distribu¢ni funkci zalozenou na normdlnim, logit nebo Weibullovu
poctem parametra davajici uspokojivé vysledky (parsimonni model).

2 V ptipadé, ze se nepodaii vytvofit model pomoci nelinedrni regrese, pro vypocet
se pouzije linearni regrese zaloZena na logit, probit nebo Weibullovu rozdéleni.

Poznamky

1 Pro hodnoceni ekotoxikologickych dat je vhodné pouzit komercni sofware ToxRat
(ToxRat Solutions GmbH, Asdorf).

6.8 Referencni latka

Jednou ro¢né se zizaly testuji na referencni latku, zda laboratorni podminky neovlivnily
citlivost testovanych organismt. Doporucenou referen¢ni latkou je kyselina boritd (H3BO3).
ECso (reprodukce) kyseliny borité by se méla pohybovat ptiblizné¢ v rozmezi 400 mg a 600 mg
H3BOs na kilogram suché pudy.

7 Laboratorni chov Zizaly Eisenia andrei
7.1 Priprava chovného substratu

Chovny substrat tvofi smés hnoje, zahradniho substratu a raSeliny v poméru 40 : 50 : 10.
Zahradni substrat a raselina se defaunizuji hlubokym zamrazenim na -80 °C nebo se nechaji
3 x zmrznout pii -20 °C a pii laboratorni teploté se nechaji opakované rozmrznout. Chovny
substrat je stabilné ovlhcen na (60 — 80) % WHC. Dostate¢nou vlhkost substratu je mozné
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jednoduse zjistit tak, ze pokud se pfipraveny substrat zmackne, mély by se mezi prsty seviené
ruky objevit kapicky vody. pH substratu by se mélo pohybovat v rozmezi 6 az 7 a upravuje se
pfidavkem uhli¢itanu vapenatého.

7.2  Podminky chovu

Chovny substrat se umisti do neprihlednych plastovych nadob (objem 10 I az 50 1) spole¢né se
zizalami a zakryje se filtracnim papirem nebo prodysnym vikem. Vrstva chovného substratu by
mela mit vysku asi 20 cm. Optimalni teplota pro chov je (20 £ 2) °C. Kazdy tyden se substrat
provzdusni, ovlh¢i a na povreh se nanese krmna smés kravského hnoje ¢i kukufiéného Srotu.
Vzdy po asi 3 mésicich je nutné premistit zizaly do nového substratu. VycCerpani substratu je
indikovano tim, Ze se Zizaly pohybuji velmi pomalu a maji zluty zadni konec. V tomto piipadé
se doporucuje presun na Cerstvy substrat a snizeni poctu Zizal na chovnou nadobu.

Pokud jsou podminky pro chov zizal vyhovujici:

1 Zizaly nemaji tendenci opustit chovny substrat.

2 Jsou viditelna rizné vyvojova stadia.

3 Zizaly se rychle pohybuji v celém objemu substratu.
4 Zizaly se neshlukuji.

7.3 Synchronizace chovu

Chov se synchronizuje odebranim dostate¢ného mnozstvi kokont (jeden kokon obsahuje 2 az
5 zizal) a jejich umisténim do nového chovného substratu. Synchronizaci je mozné provadet
také premisténim dospélych jedinct s vyvinutymi opasky do nového substratu, kde jsou
ponechany pfiblizné 14 az 28 dni a nasledné se pfemisti do jiné nddoby. V plivodni nddobé pak
zustanou pouze kokony, ze kterych se ziska synchronizovana kultura.
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