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Test kli¢ivosti semen a inhibice rustu korene horcéice bilé
(Sinapis alba)

Uvod
Test byl vyvinut ke zjisténi toxickych vlastnosti odpadnich vod a vodnych vyluhii odpadii na
zastupci producentll — vyssich rostlin. Testuje se vliv vodného roztoku na kli¢ivost semen a
rast kofent kulturni plodiny hoi¢ice bilé (Sinapis alba) v po¢ateénim stadiu vyvoje.
Test spociva v kultivaci semen v Petriho miskach na filtranim papife nasyceném testovanym
roztokem. Hodnoti se procento vykliCenych semen a narGst kotene kli¢nich rostlinek
v porovnani s kontrolou kultivovanou pouze v pfitomnosti zivného média.
zpracovano dle
»  Metodického pokynu MZP CR pro hodnoceni toxicity odpadii a vodnych vyluht
(Vyhl. MZP CR 338/1997)
= Slovenské technické normy pro odpadové hospodatstvi STN 83 8303
= OECD Guidline No.208: Terrestrial plants, growth test

Metoda stanoveni akutni toxicity pro Sinapis alba (Brassicaceae)
A) vodnych vyluht
B) primyslovych odpadnich vod

Charakteristika organismu
Hoft¢ice bila, Sinapis alba, patii do ¢eledi brukvovitych, Brassicaceae. Je to jednoleta, ¢asné

jarni rostlina — olejnina. Olej, kterého obsahuje semeno 24-32%, je vyuzivan
v potravinafském prumyslu i pro technické ucely na vyrobu mydel, ve farmaceutickém a
kosmetickém pramyslu. Patii zarovent mezi krmné plodiny.

Hoft¢ice ma tenky vietenovity kofen, vzpiimenou lodyhu, roztrousené¢ chlupatou, az 150 cm
vysokou s jasn¢ zelenymi listy. V dolni ¢asti jsou listy pravidelné lyrovité pefenoklané az
pefenodilné, v horni ¢asti trojklané. Kvéty jsou oboupohlavné ctyicetné s chlupatymi
stopkami. Zpocatku jsou sestaveny v klubkaté kvétenstvi, pozd¢ji v protahlé hrozny, kde
jednotlivé kvéty kvetou odspoda. Plody jsou odstalé, bile Stétinaté SeSule, s trojzilnymi az
pétizilnymi chlopnémi a se smacklym, mecovité¢ zahnutym zobanem, ktery je obvykle delsi
nezli samotna SesSule.

Semeno rostliny je na brukvovité rostliny pomérné velké, je zluté nebo bélavé zluté
kulovitého tvaru. Dosahuje priméru 1,5 - 4 mm. Po vykliceni vyristd jednoduchy koten
s hypokotylem. Pozdé&ji je kulovity a bohaté rozvétveny. Rostliné se nejlépe daii na sttedné
hlinitych nebo hlinitopis€itych pidach, dobfe hnojenych, s dostatkem vapniku a s neutralni az
mirné alkalickou ptdni reakci (Ko¢i, Rakovicky, Svagr: Testy semichronické toxicity se semeny,
VSCHT, 2001).

Podminky testu a pouzité chemikalie

Testovaci organismus: Sinapis alba
Barva okrové Zluté (syté zlutd)
velikost 1,5-2,5mm
klicivost minimalné 90%
Sledovana odezva: 1) klic¢ivost
2) inhibice riistu kofene ve srovnani s kontrolou
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Podminky testu:

teplota 20°C £2°C

objem testovaného roztoku |5 ml v jedné Petriho misce

velikost Petriho misky 8 —8,5cm

pocet testovacich semen 5 na jedné Petriho misce

doba expozice 96 hodin (upraveno ze standardnich 72 hod)

pocet paralelnich stanoveni |2-3

osvétleni bez piistupu svétla

Chemikalie: testovana latka, zied’ovaci voda ptipravena podle ISO 7346

Pomiicky a zafizeni: Petriho misky, filtra¢ni papir hrubsi porovitosti, niizky, pinzeta,
pipety, odmérné banky, milimetrové méfitko, termostat

Zasobni| Chemikalie | Koncentrace zasobniho roztoku
roztok [g-L'l]

C.1 CaCl,-2H,0 11,76

C.2 | MgSO47H,O 4,93

C.3 | NaHCO:; 2,59

C.4 | Kcl 0,23

Piiprava kultivaéniho média: Na pfipravu kultivaéniho média se pouzije 25ml kazdého
zasobniho roztoku: do odmérné banky o objemu 11 se vlije malé mnozstvi destilované vody,
nasleduje 25ml od kazdého zasobniho roztoku a objem se doplni destilovanou vodou po
rysku. Hodnota pH by se méla pohybovat v rozmezi 7,8 + 0,2. Pfipadné uprava pH se provadi
roztokem NaOH nebo HCI. Takto pfipravena zfed’ovaci voda se pied pouzitim v testu nemusi
dale upravovat. MoZzno pfechovat v lednici pii teploté 6°C pro dalsi experimenty.

Testy akutni toxicity na standardu

Vzhledem k moznym zméndm stavu semen a kli¢ivosti, je tfeba ovéfovat jejich kvalitu a
podminky testovani pomoci testu toxicity na standardu K,Cr,O; . Testy akutni toxicity se
standardy se provadé¢ji za stejnych podminek a vyhodnocuji stejnym zptsobem jako zakladni
testy. Rozpéti ECs, jez ma kultura pii dob¢ kultivace 72 hodin spliiovat je uvedeno v tabulce.

Test inhibice ristu kofene Sinapis alba na standardech

Standard K,Cr,07 (p.a.)
Rozpéti hodnot ECso [mg-L™'] 10 — 50

Piiprava vzorku
Vzorek se ptipravi fedénim testované¢ho vzorku v uréeném objemu kultivacnim médiu.

Postup testu
e pripravte kultivaéni médium dle navodu

e vlozte kruhové vysece z filtraniho papiru do Cistych Petriho misek (v duplikétech)
e pripravte nasledujici koncentrace dodaného testovaného vzorku:

0,125 % v/v, 0.25% v/v, 0.5% v/v, 1% v/v (do 15 mL kultivaéniho média napipetujte
potfebny objem testovaného vzorku — 18.75 pl, 37.5 pl, 75 pl, 150 pl / 15 mL - zménu
celkového objemu zanedbejte)

e pfipravené expozi¢ni roztoky davkujte do Petriho misek - vzdy 5 mL / misku
- u kontrol pouzijte 5 mL standardniho média bez vzorku

cvwr

- pouzijte jednu pipetu a postupujte od nejnizsi po nejvyssi koncentraci
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do kazdé misky vlozte 5 semen hoicice bilé (vybrana semena dopfedu namocena 20
min v destilované vod¢)

Petriho misky piekryjte potravinovou folii (zajisti cirkulaci vzduchu a omezi
vyparovani), dikladné popisSte a umistéte do temna do inkubacni mistnosti (pokojova
teplota)

Po ukonceni experimentu stanovte pocet vyklicenych semen v kontrolach a v
jednotlivych fedénich a u vykli¢enych jedincti vyhodnotte celkovou délku kotene.
Ziskané vysledky lze vyuzit pro vypocet hodnot ICsy (koncentrace zabranujici
vykli¢eni u 50% semen, resp. koncentrace 50% inhibujici rast kofene)

Vyhodnoceni testu

Po ukonceni expozice spocitejte pocty nevyklicenych semen na jednotlivych miskach
a zapiste do tabulky (viz.protokol)

U vykli¢enych semen vyhodnot'te délku kotfene (s pfesnosti na milimetry) a zapiste do
tabulky

Vypocitejte primérnou hodnotu u kazdé varianty a hodnoty vyjadrete jako % kontroly
a % inhibice (vyjadiete jako cela Cisla)

Hodnoty ICsg pro inhibici kliceni a inhibici ristu kofene urcete linearni regresi:
Vyneste ziskané inhibice v % do grafu v programu Microsoft Office Excel. Kfivku prolozte

linearni regresni ptimkou a dle rovnice regrese odectéte z osy x koncentraci vzorku, ve které
doslo k 50% inhibici ristu a kli¢ivosti.



