Cviceni ke kurzu Obecné ekotoxikologie

Nutné potieby, které studenti prinesou s sebou do cviceni:
- Tento navod

- Poznamkovy sesit, psaci potieby

- Nizky

- Pravitko (s milimetrovym rozliSenim)

- Preziivky

Uvodni p¥ipravné otazky: (zdroj informaci pro odpovédi - materidly k predndskam, www.google.com)
- Jaky je vyznam pouzitého organismu (= modelovy zastupce rostlin) ?

- Jaké jsou praktické (ekologické) disledky eventualniho poskozeni kliceni rostlin ?

- Co to je IC50 a co to je IC99 ? Proc¢ se pouziva pravé IC50 a ne naptiklad IC99 ?

Uloha A - Stanoveni eKotoxicity v testu kli¢eni rostlin

Uvod:

Ve sklenénych petriho miskach jsou semena hoicice seté umisténa na filtracni papir a exponovana 5 mL
standardniho média s riznym fedénim testované latky. Jako negativni kontrola slouzi varianta se semeny
exponovanymi jen ¢istému médiu.

Po ukonceni experimentu se stanovi pocet vyklicenych semen v kontrolach a v jednotlivych fedénich a u
vykli¢enych jedincti se vyhodnoti celkova délka kotene. Ziskané vysledky lze vyuzit pro vypocet hodnot IC50
(koncentrace zabranujici vykliceni u 50% semen, resp. koncentrace 50% inhibujici riist kofene).

Metodika testu kli¢eni je standardizovana do podoby Guidline OECD (No. 208) a metodického pokynu MZP CR
pro hodnoceni toxicity odpadii a vodnych vyluhii (Test inhibice riistu kofene Sinapis alba, Vyhl. MZP CR
338/1997). Ve standardni podobé¢ se provadi 4 dny (96 hodin). Pro ucely cvi¢eni miize byt doba expozice
modifikovana.

Material a chemikalie

- semena hoic€ice bilé Sinapis alba (s atestem testu klicivosti)

- sklenéné 10 cm petriho misky, pipety 10 mL, automatické mikropipety, filtracni papir, vialky pro pfipravu fedéni
testované latky, pinzeta, laboratorni plastikova folie, Spicky k pipetam

- zasobni roztok standardniho kultiva¢niho média

Uloha A - Postup 1 - p¥iprava EXPOZICE:

1) Petriho misky popiSte jménem, datem , koncentraci testované latky. Do takto pfipravenych petriho misek
pripravte a vlozte kruhové vysece z filtracniho papiru - celkem pfipravte 14 petriho misek (2x kontrola + 3 fedéni
vzorku A v duplikéatech + 3 fedéni vzorku B v duplikatech )

2) Ptiprava fedéni vzorku

- ptipravte nasledujici koncentrace dodaného testovaného vzorku

(vzorek A): 0.25% v/v, 0.5% v/v, 1% v/v (do 15 mL standardniho média napipetujete potfebny objem
testovaného vzorku — 37,5uL, 75 pL, 150 pl/ 15 mL - zménu celkového objemu zanedbejte)

(vzorek B): 5 mg/L, 50 mg/L, 200 mg/L (do 15mL standardniho média napipetujeme potiebny objem
testovaného vzorku — 1,5uL, 150uL, 600uL/15mL — zménu celkového objemu zanedbejte)

- fedéni proved'te v dodaném standardnim médiu (roztok soli a zdkladnich zZivin nutnych pro kli¢eni rostlin).

3) Pripravené expozicni roztoky davkujte do petriho misek - vzdy 5 mL / misku
- u kontrol pouzijte 5 mL standardniho média bez vzorku

Tvvr

4) Do kazdé misky vlozte 5 semen hoicice bilé



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

Uloha A - Postup 2 - vvhodnoceni KLiCENI:

1) Po ukonceni expozice spocitejte pocty nevykli¢enych semen na jednotlivych miskach a zapiste do tabulky.
2) U vykli¢enych semen yyhodnot’te délku kotene (s pfesnosti na milimetry) a zapiste do tabulky;

3) Vypocitejte praimérnou hodnotu u kazdé varianty a hodnoty vyjadrete jako % kontroly a % inhibice (vyjadiete
jako cela ¢isla)

4) Vyhodnoceni IC50 proved’te pomoci linearni regrese se zahrnutim logaritmu koncentrace (Excel)

5) Schéma protokolu: princip, postup, vysledkova tabulka, grafy pro jednotlivé sledované parametry a zavery




PROTOKOL - Cviéeni z Obecné ekotoxikologie

Uloha A - TEST EKOTOXICITY KLiCENi ROSTLIN:

Jména operatoru

Datum zalozeni expozice:
Datum hodnoceni:
-> délka expozice (pocet dni):

Testovany vzorek A (koncentrace % v/v)

Rostlina Kontrola 0.5% 1% 3% Pozn.
¢islo
Celkem semen 10 10 10 10
Pocet
nevykli¢enych

Délky kotenti - Miska A

1

DN [W(iN

Délky kotenti - Miska B

1
2
3
4
5
Pramér délky
kotentl
% kontroly 100
% inhibice 0

1C50 - kliceni (% v/v)

IC50 - rust kotene (% v/v)




Testovany vzorek B (koncentrace % v/v)
Rostlina Kontrola 5 mg/L 50 mg/L 200 mg/L Pozn.
Cislo
Celkem semen 10 10 10 10
Pocet
nevykli¢enych

Délky kotent - Miska A

1

DN [W(N

Délky kotenti - Miska B

1

[V RS USRS

Primér délky
korent

% kontroly 100

% inhibice 0

1C50 - kliceni (% v/v)

IC50 - rust kotene (% v/v)

Otazky:
1) Ktery z hodnocenych parametra je citlivéjsim ukazatelem toxicity ?

2) Ktery vzorek je vice toxicky?

3) Jaké mnozstvi testované latky zptisobi inhibici rastu kofene o 99% (vzorek A a vzorek B)?



Uloha B - Stanoveni ekotoxicity v testu s planktonnimi producenty
(test inhibice ristu zelené rasy)

Uvod:

Rasové buiiky rodu Pseudokirchneriella subcapitata jsou v mikrotitraéni 96-jamkové desti¢ce exponovany riiznym
fedénim testovaného vzorku (kazda varianta ve tfech opakovanich).

Tésné po zahajeni expozice (START) a po ukonceni (KONEC) experimentu se na destickovém spektrofotometru
stanovi absorbance (680 nm) v jednotlivych jamkach s fasou a testovanymi vzorky. Béhem experimentu dochazi u
kontrolnich variant k ristu fas: hodnota rozdilu absorbanci (d4 = KONEC - START) odpovida celkovému ristu za
danych podminek.

Hodnoty dA4 jednotlivych variant se vyjadii jako % inhibice ristu (dA v kontrole=100%) a ze ziskanych hodnot se
vypocitaji hodnoty IC50 (koncentrace inhibujici rist z 50%)

Metodika testu kliceni je standardizovana do podoby Guidline OECD (No. 201). Pro ucely cviceni bylo uspotadani
modifikovano.

Materiil a chemikalie

- ptipravena fasova kultura Pseudokirchneriella subcapitata o vhodné hustoté v standardnim kultivacnim médiu
- mikrotitracni desticka, automatické mikropipety, vialky pro ptipravu fedéni testované latky, Spicky k pipetam
- médium pro fedéni vzorki

Uloha B - Postup 1 - piiprava EXPOZICE:

1) Ptiprava fedéni vzorku

- pripravte nasledujici koncentrace z dodané testované latky (K2Cr207 - dichroman draselny, koncentrace
dodaného zasobniho roztoku 200 mg/L): 200, 100, 50, 25, 12.5 mg/L:

- ptipravte si 5 mikrozkumavek - do prvni pteneste 400 uL zasobniho roztoku a do 4 ostatnich 200 uL destilované
vody (vialky popiste koncentracemi)

- z roztoku o nejvyssi koncentraci 200mg/L pieneste 200 uL do dalsi vialky popsané 100mg/L s vodou a dikladné
promichejte (fedéni 1:1, dojde k nafedéni pliv.konc. na polovinu, tj. 100 mg/L), stejnym zplisobem ptipravte
seriovym fedénim dal$i nizsi koncentrace

2) Expozice tas
- do 6 ¢istych mikrozkumavek davkujte 950 uL fasové kultury (! kulturu pied pipetovanim dikladné promichejte)
- nasledné k fasam pipetujte po 50 uL vody (vialka 1 - kontrola), resp. 50 uL z jednotlivych fedéni ptipravenych v
predchozim bodé¢ (tzn. z pripraveného roztoku 12.5 mg/L odeberte 50uL a napipetujte do mikrozkumavky s fasama
- popsané 0.625) - pouzijte jednu pipetu, pipetujte od nejnizsi koncentrace - Spicku neni tieba vymeénovat.
Pripravené roztoky jsou tedy vysledné 20x zfedény (50:950) a vysledné koncentrace jsou:

0 (kontrola), 0.625, 1.25,2.5, 5, 10 mg/L
- vialky s fasou a testovanou latkou dikladné promichejte
- Z kazd¢ varianty pipetujte 4x 200 uL, vzdy do 4 jamek mikrotitracni desticky (4x kontrola, poté 4x z kazdé
koncentrace). Mikrodesticku popiSte jménem, datem a jamky s testovanou latkou popiste odpovidajicimi
koncentracemi (K, 0.625, 1.25,2.5, 5, 10).

3) Stanoveni pocatecni hodnoty absorbance pro hodnoceni ristu

- na mikrodesti¢kovém readeru odectéte absorbanci pii 680 nm

- ziskany soubor (ve formatu MS-Excel) ulozte na pevny disk pocitace do adresare

"/ ObEkotox-cviceni/ pod nazvem START-prijmeni.xls, kde prijmeni je ptijmeni jedné z osob ve dvojici

4) Mikrodesticku ptikryjte vickem a uchovejte v inkubacni mistnosti s fizenym svételnym rezimem



Uloha B - Postup 2 - vvhodnoceni INHIBICE RUSTU:

1) Po ukonceni expozice zkontrolujte opticky stav ristu fas v jednotlivych jamkach mikrodesticky, ptipadné
problémy zaznamenejte

2) Na mikrodestickovém readeru odectéte absorbanci pii 680 nm (KONEC)
- ziskany soubor (ve formatu MS-Excel) ulozte na pevny disk pocitace do adresare "/dokumenty/ObEkotox-
cviceni/ pod nazvem KONEC-prijmeni xls, kde prijmeni je piijmeni jedné z osob ve dvojici

2) S vyuzitim vypoctl v pfipraveném souboru MS-Excel (bude k dispozici v laboratofi)
- vypocitejte primérné hodnoty KONEC a START jednotlivych variant, vypocitejte % ristu a % inhibice

ve srovnani s kontrolou (viz tabulka/protokol)

3) S vyuzitim linearni regrese v Excelu vypoctéte IC50 pro inhibici ristu a zapiste do tabulky.



PROTOKOL - Cviéeni z Obecné ekotoxikologie

Uloha B - EKOTOXIKOLOGICKY BIOTEST RUSTU RAS:

Jména operatoru

Datum zalozeni expozice:
Datum hodnoceni:
-> délka expozice (pocet dni):

Koncentrace (mg/L)

Kontrola (0) 0.625 1.25 2.5 5

A680 START
(primér)

A680 KONEC
(pramér)

hodnota dA

% ristu 100

% inhibice 0

1C 50 (mg/L)

Otazky:
1) Pti které pouzité koncentraci latky jesté nebyl pozorovan inhibi¢ni efekt ?

2) Pii které pouzité koncentraci latky jiz bylo mozno poprvé uvidét vyznamny inhibi¢ni efekt ?

3) Jaké jsou hodnoty NOEC, LOEC a MATC ?

4) Jaka koncentrace zpasobi inhibici ristu o 99% ?




