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Test inhibice rastu zelené Fasy Raphidocelis subcapitata

Uvod

Tento ristovy test je modifikaci OECD 201 (ISO 8692) normovaného rastového testu.
Odpovéd’ organismu na danou koncentraci latky je hodnocena ve srovnani s primérnym
rustem kontroly.

Test byl optimalizovéan pro provedeni v 96ti jamkovych mikrotitracnich destickach.
Exponovanym organismem je zelena fasa Raphidocelis subcapitata (Syn. Pseudokirchneriella
subcapitata, Selenastrum subcapitata), kterd bude vystavena pozadovanym koncentracim
dvojchromanu draselného (K, Cr, O7). Kazda testovana varianta bude provedena v 5
opakovanich. Po zah4jeni a ukonceni expozice je nutno zméfit absorbanci (680 nm) pomoci
spektrofotometru pro kazdou jamku a variantu. Vyhodnoceni je provedeno na zakladé rozdilu
absorbanci na konci testu a na zacatku testu (KONEC-START).

Material a reagencie
- Rasova kultura kultivovana ve standardnim médiu ( 50% ZBB médium) o uréité
absorbanci
- Mikrodesticky, automatické pipety, Spicky k pipetdm, nadoby pro vyfedéni
odpovidajicich koncentraci testované latky
- Destilovana voda, nesterilni 50% ZBB médium

Priibéh experimentu:

. Ptiprava fedici fady:

testovanou latku K, Cr, O7 vyfedime ze zdsobniho roztoku o konc 200 mg/L na pozadované
koncentrace (100, 50, 25, 12.5, 6.25 mg/L) —5 mikrozkumavek - do prvni pieneste 400 uL
zasobniho roztoku a do 4 ostatnich 200 uL destilované vody (vialky popiSte koncentracemi)

z roztoku o nejvyssi koncentraci 200mg/L preneste 200 uL do dalsi vialky s vodou a dikladné
promichejte (vysledna koncentrace 100mg/L), stejnym zpiisobem pfipravte seriovym fedénim
dalsi niZsi koncentrace

. Ptiprava inokula tas:

fasové inokulum vytfed’'ujeme kultivacnim médiem (50% ZBB) na poZadovanou hodnotu b/ml
a odpovidajici objem. Vychozi mnozstvi bun¢k /ml fasového inokula pro zalozeni
experimentu je 4*10° (pfiblizn& odpovidajici opticka hustota v rozmrzi 0,03-0,04 pfi 680 nm).
Pocty bunék na ml zjistime pomoci poc€itani na Biirkerové komtirce.

* Pocitani na Biirkerové komurce:

Umisténi kryciho skla-viz obr.2.1,2.2. Kryci sklicko by mélo byt svorkami uchyceno
dostate¢né pevné (duhové okraje skla kolem svorek). Ke hran¢ uchyceného skla ptilozime
pipetu obsahujici 10 pl vzorku a lehce poustime-celd pocitaci plocha by méla byt pokryta
vzorkem.

Samotné pocitani probiha ve ctverci o velikosti 12*12 malych ¢tvereckl (dvojita cara),
nebo 3*3 velkych ¢tverct (trojité ohraniCeni) (obr.2.3-1). V nasem piipadé budeme pocitat 1
maly ¢tvereCek v kazdém velkém ctverci (9)-zprimérujeme a prevedeme na plochu 1 velkého
¢tverce-vynasobenim 16(pocet malych ¢tvercli)-dostaneme pocet bunc¢k v 0,1 pl-nasobenim
10 000 —dostaneme pocet bunck a 1ml. (POZOR:pocitaji se pouze builky uvnitt ¢tverce nebo
hranic¢ici napravo a nahote (viz obr 2.3-3)
Vypocet: (pocet bunék (napoditano)/ 9)*16* 10000)= vysledek pocet bunék/ml
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. Doba expozice: 3 dny
. Podminky expozice:
- teplota 23°C
- osvétleni 5080 Ix (pouziti klasické halogenové zatrivky a zativky Aqua Glo fialova,

40W)
Do jamky napipetujeme 225 pl suspenze fas o pozadované absorbanci + 25 pl testované latky
(do kontroly dame 25 pl destilované vody). Testovana latka je zfedéna inokulem tas 1:9 (10x)

na nami pozadované koncentrace.

Schéma mikrodesticky:

1 2 3 4 5 6 7 8 9110|1112

H,O |H,O|H,O|H,O|H,O|H,O|H,O0|H-)0O
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H,O | C1 C2 C3 C4 Cs H,O | H,0

H,O | C1 C2 C3 C4 Cs H,O | H,O
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H-,O destilovana voda

Cl koncentrace dvojchromanu draselného 0.625 mg/L
C2 koncentrace dvojchromanu draselného 1.25 mg/L
C3 koncentrace dvojchromanu draselného 2.5 mg/L
C4 koncentrace dvojchromanu draselného 5 mg/L

C5 koncentrace dvojchromanu draselného 10 mg/L

. Mg¢éteni absorbance:

Absorbanci métime pti vinové délce 680 nm. Pred kazdym méfenim nutno jednotlivé
jamky promichat pipetou!!!!

Ziskany soubor (ve formatu MS-Excel) ulozte na pevny disk pocitace do adresare
"C:/biotesty-cviceni/ pod nazvem START-vase zkratka.xls, kde zkratka je musi byt jasna a
dobfe rozpoznatelna vSem osobam ve vasi pracovni skuping.

. Mikrodesticku ptikryjeme vickem a exponujeme v inkuba¢ni mistnosti s fizenym
svételnym rezimem.

Vyhodnoceni inhibice

. Po ukonceni expozice spocitime mikroskopicky (kontrolu a 2koncentrace
dvojchromanu-kolem EC50-odhadneme okem) / zmétime absorbanci jednotlivych jamek ve
spektrofotometru pii vinové délce 680 nm. Ziskany soubor opét ulozime podobné jako
predchozi soubor (C:/biotesty-cviceni/ KONEC-zkratka.xls).

. Hodnoty absorbance u kontroly zprimérujeme a nasledné dosadime veliCiny dle vzorce:

Ax - Ay
%l= ----mmm-- *100
Ak
Ax primér absorbance kontroly
Ay prumér absorbance jednotlivych variant koncentraci dvojchromanu draselného

. Vypocet EC50:

Vyneseme ziskanou inhibici v % do grafu v excelu. Inhibici, ktera se pohybuje kolem 50%
vyneseme do samostatného grafu (ma 2 hodnoty nad a pod 50% inhibici), prolozime linearni
regresni piimkou a dle rovnice regrese odecteme z osy x koncentraci dvojchromanu
draselného, ve které doslo k 50% inhibici rustu.
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Protokol k rustovému biotestu se zelenou rasou R. subcapitata:

Jména ¢lena skupiny:

Datum zaloZeni expozice:
Datum hodnoceni:

-> délka expozice (pocet dni):

Koncentrace (mg/L)

Kontrola (0) 0.625 1.25 2.5 5

A680
START
(prameér)

SMODCH

Pocet
bunék/ml

A680
KONEC
(primér)

SMODCH

Pocet bunék/ml

% inhibice

SMODCH

EC 50
(mg/L)

Graf:

Zavér:




