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Uvod
Testy ekotoxicity

Testy toxicity, které slouzi k poskytovani informaci
o ucincich latek na Zivotni prostfedi, jsou provadény pfi-
blizné¢ od druhé poloviny 20. stoleti. V 80. letech bylo
zvefejnéno mnozstvi konkrétnich jednodruhovych testi,
uréenych ke zkoumani toxicity latek ve vodnim i pidnim
prostiedi. Jejich cilem bylo odhadnout G¢inek na cely eko-
systéml.

Pouziti jednodruhovych testd toxicity s sebou vSak
prinasi ur¢ité nevyhody. Biosféra se sklada ze 4 az 5 milio-
ni organismi, a neni proto v zadném pfipadé¢ mozné pro-
vést testy toxicity na vSech jednotlivych druzich. Navic se
v ptirod€ vyskytuji organismy na rliznych trofickych trov-
nich (destruenti, producenti, konzumenti), které se navza-
jem ovliviuji a cilem ekotoxikologie neni urCovat toxicitu
pouze pro jednotlivé organismy, ale zkoumat vliv chemic-
kych latek pro celd spolecenstva a systémy. Je proto Za-
douci pouzivat baterii testli s mikroorganismy, rostlinami
a pidnimi bezobratlymi, ktefi mezi sebou interaguji a jsou
spole¢né vystaveni pisobeni zkoumané latky. Vicedruho-
vy test poskytuje vysledky s lepsi vypovédni hodnotou pro
dany ekosystém neZ test jednodruhovy?.

Pouziti vicedruhovych testi ekotoxicity
v pudnim prostiedi

Vicedruhové testy toxicity se vyznacuji spolecnou
pritomnosti n¢kolika druhd organismii, nejlépe na rtiznych
trofickych urovnich. Tyto organismy nejsou nezavislé, ale
navzajem se ovliviiyji. Vicedruhové testy toxicity tak po-
skytuji relevantné€j$i vysledky nez testy jednodruhové,
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pti¢emz také umoziuji dobrou kontrolu podminek, a lze
tak dobie urcit vztah mezi pfi¢inou a nasledkem. Presné
uspofadani pokusid, volba testovanych organismii apod.
jsou v soucasné dobé predmétem odbornych diskusi. Vice-
druhové testy se déli na mezokosmy a mikrokosmy, které
predstavuji zjednoduseni nakladnych a tézko proveditel-
nych polnich experimenti ™.

Mikrokosmos je uréen k testovani pudnich systémi
a vlivu latek uzivanych v ptidnim hospodafstvi na organis-
my zijici v zemi. Tento systém se fadi mezi kombinované
metody, jelikoz se pouzivd vzorek pudy odebrany
v prirod¢, ktery je v laboratofi kultivovan. Mezi uzivané
organismy se fadi rostliny i bezobratli. Ze zeminy je vatou
odebirana voda, ktera se dale zkouma. Podminky jsou
dobie kontrolovatelné a test trva dvanact i vice tydnd’.

V poslednich letech bylo publikovano vicero studii,
zabyvajicich se vlivem riznych polutantii na piidni ekosys-
tém. Z metodického hlediska jsou pouzivané vicedruhové
testy velmi riznorodé, jedna se vSak vzdy o samostatné
pudni jednotky, které zahrnuji né€kolik organismii na riz-
nych  trofickych  urovnich  (rostliny,  ZivoCichy
a mikroorganismy)®'’. Test miZze byt provadén pomoci
pripravené proseté pudy, nebo pomoci neporuseného pud-
niho jadra odebran¢ho zterénu. Pida mulze obsahovat
nove vlozZené organismy, stejné tak ale i organismy ptvod-
ni, jiz v pud¢é ptitomné. Toxicka latka byva nejcastéji do
pudy vmichéana jest¢ pred vlozenim organismi. Cely test
musi byt koncipovan tak, aby mél co nejvyssi vypovidaci
hodnotu a odpovidal béznému pfirodnimu ptdnimu pro-

sttedi. Roli hraji i metody pouzit¢é kurCeni zmén
v systému. Délka trvani testli se pohybuje v fadu nékolika
tydna'®"’.

Cile prace

Tato prace byla zaméfena na zavedeni a vyzkouSeni
vicedruhového testu s pidnimi organismy — mikroorganis-
my, rostlinami a bezobratlymi. Rozdil v usporadéani vice-
druhového testu, ktery byl pouzit v této studii, spociva
oproti zavedenym vicedruhovym testim v menSim poctu
druhli testovacich organismu, krat$i délce experimentu
atim padem sniZeni pracnosti pfi vyhodnoceni testu, coZ
mize byt vyhodné pro pouzivani této metodiky v praxi pfi
testovani chemickych latek pro primysl. Dal§im cilem
bylo porovnani toxického ucinku referencni latky pro pud-
ni organismy (kyselina boritd) pomoci popisovaného vice-
druhového testu a adekvatnich standardnich jednodruho-
vych testll ekotoxicity kvili ovéfeni, zda nové navrzena
vicedruhova varianta testu poskytuje dostate¢né a relevant-
ni vysledky.

Experimentalni ¢ast

Pouzity substrat

Pro testovani byl pfipraven 1kg artificidlni puidy,
pricemz do kazdé testovaci nadoby bylo odvazeno po 30 g
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artificialni pady. Ta se sklada z 695 g pisku (Hornbach,
s.r.0.), 200 g kaolinu, 100 g raSeliny (AGRO, s.r.0.)a5g
uhli¢itanu vapenatého (CaCOs;) od firmy Lachema a.s.
Raselina obsahuje velké mnoZzstvi organickych kyselin, ma
nizké pH a jeji obsah by nezadoucim zptuisobem snizoval
pH vysledné pudy. Proto bylo pfidano cca 0,5 % uhli¢itanu
vapenatého, ktery pH plidy odpovidajicim zplsobem zvy-
§il. Plda se po navazeni vSech komponent promisila
a nechala nékolik dni odstat k ustaleni pH. Acidita piady
byla zméfena na zacatku i na konci testu. Zméfené hodno-
ty pH se pohybovaly v rozmezi 5,5-6,5 (cit.”%).

Standardni testy ekotoxicity zahrnuté
do vicedruhového testu

Ve vicedruhovém testu toxicity byly dohromady slou-
Ceny tfi standardni metodiky pro testovani ekotoxicity
chemickych latek ¢i pevnych substrati:
reprodukéni test s roupicemi®’,
test inhibice riistu kofene vyssich rostlin®',
test stanoveni dehydrogenazové aktivity pud*.

Modelové organismy

Jako zastupce pidnich bezobratlych byla pouzita rou-
pice druhu Enchytraeus crypticus. Na pracovisti VSCHT
jsou roupice permanentné chovany pii 20 °C v artificialni
pude, v plastovych nadobach s prodéravélymi vicky. Rou-
pice jsou krmeny 3x tydné mletymi autokldvovanymi
vlogkami. Zdrojem chovu roupic na pracovisti VSCHT je
Centrum pro vyzkum toxickych latek v prostfedi, Masary-
kova Univerzita, Brno. Jako zastupce rostlin byla vybrana
locika setd (Lactuca Sativa) — varieta capitata, zakoupena
od firmy Oseva, s.r.o. Testovaci substrat je osidlen pfirod-
nim mikrobidlnim spolecenstvem, jehoZ rozvoj a vitalita je
vyhodnocovana testem dehydrogenasové aktivity.

Modelova latka

Modelovou latkou byla zvolena kyselina trihydrogen-
borita (H;BO3), ktera byla pfimo navrzena jako referencni
latka pro testy splidnimi organismy. Kyselina borita
(Penta, s.r.0.) byla pouzita v koncentraci 400 mg kg arti-
ficialni pady. Tato koncentrace byla vybrana na zakladé
dat publikovanych v literatute, kdy byl pii testovani této kon-
centrace zaznamenan negativni vliv na rostliny i roupice®.

Provedeni vicedruhového testu a odpovidajicich
standardnich jednodruhovych testi ekotoxicity

Pro tento experiment bylo pouzito celkem
30 testovacich nadob, do kazdé bylo odvazeno 30 g pripra-
vené artificidlni pidy a polovina sklenic byla ovlhéena
8,6 ml destilované vody a druh4 polovina 8,6 ml vodného
roztoku kyseliny trihydrogen borit¢é o koncentraci
400 mg kg ' pady. Toto ovlhéeni odpovida 60 % maximal-
ni vodni kapacity?*.

Sada testovacich nddob zahrnovala:
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2 opakovani pro vicedruhovy test — kontrolu (bez
H3BO;), urcena ke zjisténi dehydrogenasové aktivity
(VIKOppai1,2),

2 opakovani pro vicedruhovy test H;BO;, urcend ke
zjisténi dehydrogenasové aktivity (VIH;BOsppa).2),

3 opakovani pro vicedruhovy test — kontrolu (obr. 2).
Z téchto nadob byly stanoveny pocty roupic a stav
salatu (ViKOSAROI,2,3)7

3 opakovani pro vicedruhovy test — H;BOs, k uréeni
roupic a salatu (V1H3BO3SAR01’2,3),

2 opakovani pro jednodruhovy test — kontrolu (bez
H;BOs), bez salatu a roupic, urcena ke zjisténi dehyd-
rogenasové aktivity (JEKOpyai2),

2 opakovani pro jednodruhovy test — H;BO;, bez sala-
tu a roupic, urcena ke zjisténi dehydrogenasové aktivi-
ty (JEH3BOspnai,2),

5 opakovani pro jednodruhovy test — kontrolu, bez
roupic. Z téchto nadob byl stanoven stav salatu
(JEKOsa12345),

5 opakovani pro jednodruhovy test — H;BOs, bez rou-
piC, k urcéeni salatu (JEH3BOgSA1,2’3,4’5),

3 opakovani pro jednodruhovy test — kontrolu, bez
salatu. Z téchto nadob byly stanoveny pocty roupic
(JEKOro12,),

3 opakovani pro jednodruhovy test — H;BO;, bez sala-
tu, k uréeni roupic (JEH3BO3R01,213).

1. den testu:

Do viech nadob, ve kterych byly introdukovany rou-
pice  (VIKOpuaio,  VIH3BOspuaip,  VIKOsaror 23,
VIH;BOss4r01,23, JEKORro123 @ JEH3BOsgo1,23), bylo na-
vazeno 100 mg mletych autokldvovanych vlocek. Ty byly
po nasypani do sklenic lehce prekryty zeminou.

Zaroveil bylo do téchto naddob nasazeno vzdy po péti
roupicich. Do vsech vicedruhovych testi a do jednodruho-
V)'/ch testi JEKOSA1’2,3,4,5 a JEH3BO3SA1,2’3,4,5 byla do kazdé
ze sklenic zasazena vzdy 3 semena salatu. VSechny skleni-
ce byly zvazeny a hmotnosti zaznamenany.

8., 15. a22. den testu:

Testovaci nadoby byly zkontrolovany, zvazeny a byla
do nich doplnéna vlhkost (tak, aby nadoby vazily stejné
jako v 1. den testu).

29. a 30. den testu:

Z nadob byly pinzetou vytazeny jednotlivé rostliny,
byl popsan jejich vzhled a pravitkem byla zméfena délka
jejich kofend.

Populace roupic v testovacich nadobach byly usmrce-
ny pridavkem ethanolu a poté obarveny bengalskou Cerve-
ni (1% roztok v ethanolu). Nadoby byly protiepany a pies
noc umistény do lednice. Pfesny pocet roupic
v jednotlivych sklenicich byl stanoven tak, Ze se mald
mnozstvi zeminy rozplavila ve vod¢ a dobie viditelné
obarvené roupice se pomoci plastového kapétka vybraly
a spocitaly.

Z kazdé testovaci nadoby bylo do sklenénych zkuma-
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vek navazeno pfiblizné po 2 g pudy, presné navazky byly
zapsany a zkumavky oznaCeny. Vzdy do jedné ze dvou
zkumavek od kazdé varianty byl pfidan 1 ml trifenyltet-
raazolium chloridu (TTC) a tyto byly oznaceny jako SUB-
STRAT. Do druhé poloviny zkumavek (oznagenych
BLANK) byl pfidan 1 ml roztoku pufru (absorbance sle-
pych roztokl (blanki) se po zméteni odecte kvili korekci).
Zkumavky byly zazatkovany, obsah byl dobfe protiepan
a zkumavky umistény do inkubatoru, kde byly ve tmé in-
kubovany pii teplot¢ 25+1 °C po dobu 24 hodin. Béhem
této doby z TTC vznikl hydrolytickou reakci formazan.
Ten se extrahoval do 10 ml methanolu a extrakt byl centri-
fugovén pii 4 °C a 4500 ot./min po dobu 10 min. Absor-
bance takto pfipravenych vzorki byla zméfena pfi vinové
délce 482 nm spolu s kalibra¢nimi roztoky (roztoky forma-
zanu) o koncentracich 0 mg I 1,25 mg I 2,5 mg I
5mgl"; 10 mg1"a20 mg 1. Byla vypo&tena mikrobialni
aktivita inhibice DHA (vzorku s kyselinou boritou oproti
vzorklim bez pridavku toxické latky) v jednotlivych nado-
bach.

Statistické vyhodnoceni dat

Pro statistické vyhodnoceni dat byl pouzit program
GraphPad Instat, verze 3. Pro porovnani vysledki mezi
vicedruhovym a vSemi jednodruhovymi variantami testu
byla pouzita ANOVA, Tukey-Kramertv test™.

Vysledky a diskuse
DHA

Mnozstvi vzniklého formazanu v jednotlivych vzor-
cich bylo vypocitano na zaklad€¢ kalibracni kiivky dle
vztahu y = 0,586x + 0,0675, kde y je naméfena absorbance
vzorkil pfi vlnové délce 472 nm a x vyjadfuje mnoZstvi
formazanu (ug ml™). Piidavek kyseliny borit¢ neméd na
mikroorganismy negativni vliv. Naopak se jak
v jednodruhovém, tak ve vicedruhovém testu dafilo mikro-

Tabulka I
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organismum lépe ve variantach s H;BOs. V piipadé jedno-
druhového testu bylo mikroorganismii v nadobach
s toxickou latkou v priméru o 42 % vice nez v kontrolach
a vpiipad¢ vicedruhového testu to bylo dokonce
v pruméru o 76 % vice. Mikroorganismiim se lépe dafilo
ve vicedruhovém testu. V nddobach jednodruhového testu
s H3BO; jich bylo o0 61,6 % méné nez v nadobach vicedru-
hovych testii s H;BO; a v kontrolach jich bylo v jednodru-
hovém testu méné o 52,4 % nez v testech vicedruhovych
(tab. I).

Roupice

Z obr. 1 je patrné, Ze roupicim se vice dafilo ve vice-
druhovém testu. V kontrolach jednodruhového testu jich je
0 49,6 % mén¢ nez v kontrolach vicedruhovych testi
a v nadobach s H;BO; tvofi rozdil 30 %. Pridavek kyseliny
trihydrogenborité zpilisobil, ze v nddobach vicedruhového
testu s H;BOs je 0 91,6 % méné roupic nez v kontrolach
a v nadobach jednodruhového testu s H;BO; je to o0 88,3 %
mén¢ neZ v kontrolach. Vsechny tyto rozdily byly potvrze-
ny statisticky™.

Rostliny

Z obr. 1 je patrné, ze délky kotfend salati jsou pro
vicedruhovy test stoxickou latkou o 23,4 % kratsi nez
v kontrole a pro jednodruhovy test je to o 35,4 %. Pti po-
rovnani vicedruhového testu s jednodruhovym se ukazuje,
ze v kontrolach vicedruhového testu jsou kotfeny kratsi
0 42,7 % nez v kontrolach jednodruhového testu. Pro na-
doby s H3;BOs je rozdil 32,1 % ve prospéch jednodruhové-
ho testu. U¢inky H3BO; jsou z vysledkii jasné patrné. Dale
se ukazuje, Ze rostlinam se vice dafi samostatné
v jednodruhovych testech, a to jak v kontrolach, tak
v nadobach s H;BOs.

Tento experiment byl proveden pro potvrzeni, ze test
s vicedruhovym uspofadanim mize nahradit adekvatni
testy jednodruhové, a ze mize z ekotoxikologického hle-
diska poskytnout podobné nebo vice relevantni vysledky
nez ty samé standardni testy ekotoxicity. Z tohoto divodu

Vicedruhovy test pii koncentraci HsBO;400 mg kg™'. Jsou uvedeny pramérné hodnoty + smérodatné odchylky a inhibice

DHA (%) v porovnani s pfislusnou kontrolou

Organismus Mikroorganismy

Vzorek DHA [pgg 'h™'] 1[%]
VT —kontrola ? 0,68 £ 0,25 —
VT - H;BO; " 1,19+ 0,43 ~76
JT — kontrola ¢ 0,32 £ 0,02 -
JT —H;BO; ¢ 0,46 + 0,15 42

*VT - kontrola = vicedruhovy test — kontrola; byT - H3;BO; = vicedruhovy test — piida kontaminovana H;BOs; °JT — kon-
trola = jednodruhovy test — kontrola; ¢ JT — H;BO; = jednodruhovy test — piida kontaminovana HyBO;
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Obr. 1. Vicedruhovy test p¥i p¥i koncentraci H;BO; 400 mg kg™
V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty + smérodatné odchylky
pro pocet narozenych roupic (ks), pocet vzeslych rostlin (ks)
a délku kofenti (mm) v porovnani s piislusnou kontrolou; 1 pocet
roupic (ks), B podet vzeslych rostlin (ks), ¥ délka kofent (mm)

byla vybrana jedna zkuiebni koncentrace (400 mgkg™)
abyly provedeny oba druhy testd (vicedruhovy
i jednodruhové) soucasn€. Tato koncentrace byla vybrana
dle naSich pfedchozich prokézanych ucinkl pro vSechny
studované parametry®®, a na zakladé udaji z literatury™.
Pouzili jsme pouze jednu koncentraci, protoze provedeni
vice koncentraci v testu vicedruhovém spolu s testovani
stejného mnozstvi koncentraci ve vSech tiech jednotlivych
testech by bylo ¢asove velmi obtizné vyhodnotit.

Ziskané hodnoty z testl s jednodruhovym i vicedru-
hovym uspofadanim (varianty VT-H;BOs; versus JT-
H;BO;) byly statisticky porovnany mezi sebou (tab. I;
obr. 1). Byla nalezena statisticky vyznamny rozdil pro
pocet narozenych roupic (*** P<0,001, ANOVA, Tukey-
Kramerova metoda) a pocet vzeslych rostlin (* P <0,001,
ANOVA, Tukey-Kramerova metoda). Na druhou stranu
nebyl zaznamenén statisticky vyznamny rozdil pro para-

Tabulka II
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metr prodlouzeni kofene rostlin a pro DHA mezi jednodru-
hovymi a vicedruhovym testem™.

Prekvapive nebyl zjistén negativni vliv na mikrobialni
komunitu, prestoze H;BO; je baktericid. Becker a spol.23
nenalezli i¢inek na mikrobialni aktivitu ani pfi koncentraci
2400 mg kg '. Naopak, byl zjistén pozitivni ucinek az
159 % v porovnani s kontrolou”. Nicmén& nejsme proza-
tim na zakladé¢ vlastnich daji i diskuse z literatury schop-
ni vysvétlit, jakym zptsobem mohla H;BO; ovlivnit pozi-
tivn¢ mikroorganismy v nasi studii. Ke stejnému zavéru

V kazdém ptipad¢, vSechny organismy vice profitova-
ly ve vicedruhovém uspofadani testu, nez v jednodruho-
vych testech (viz tab. I a obr. 1). Nase vysledky ukazuji, ze
druh Enchytraeus crypticus je vhodny bezobratly modelo-
vy organismus do vicedruhovych testli. Mizeme také do-
porucit rist semen jako zajimavé parametry pro tyto stu-
die. Druh Lactuca sativa lze povazovat za vhodného za-
stupce rostlinnych druht diky svému kofenovému uspota-
dani (jednoduchy, nerozvétveny kotfen). Na druhou stranu,
mikrobialni aktivita je velmi zavisld na aktualnim stavu
mikroorganismtt ve vzorku. Dal$i mikrobidlni parametry
jako je mnozstvi dusiku, uhliku nebo napf. respiracni akti-
vita mikroorganismu by tak radé¢ji jesté mély byt zahrnuty
navic do vicedruhovych experimentl v budoucnosti.
V kazdém pripadé se podafilo vyvinout novou testovaci
metodu, kterou lze vyuzit pro testovani chemickych latek
¢i jejich smési, stejné tak jako k testovani riznych pev-
nych matric véetné odpadi*’**,

Obr. 2. Vicedruhovy test ekotoxicity — Kontrolni varianta
(3 testovaci nadoby) po 28 dnech expozice

Vicedruhovy test pii koncentraci H;BO;400 mg kg™, procentualni vyjadieni inhibice (/) poétu roupic a vzeslych rostlin

v pudé¢ kontaminované H;BO; v porovnani s kontrolou

Organismus 1[%]

VT — kontrola * VT - H;BO; " JT —kontrola © JT - H;BO; ¢
Roupice - - 88
Salat - - 35

*VT - kontrola = vicedruhovy test — kontrola; °VT - H;BO; = vicedruhovy test — ptida kontaminovana H;BOj; “JT — kon-
trola = jednodruhovy test — kontrola; ¢ JT — H;BO; = jednodruhovy test — piida kontaminovana Hy;BO;
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Ecotoxicity is usually assessed using a number of
tests on single species. But this does not include the simul-
taneous interactions of different organisms and chemicals.
The present article is focused on introducing multispecies
tests with soil organisms — microorganisms, plants and
invertebrates. Another objective is to compare the effects
of toxic reference substance (boric acid) when performing
the multispecies test and adequate standard ecotoxicologi-
cal tests to verify whether the proposed multispecies varia-
tion provides sufficient and relevant values. The results
indicate the applicability of the multispecies microcosm
concept developed for testing of chemicals.



