Cviceni k predmétu Bi5580 Obecna ekotoxikologie

Nutné potreby, které studenti pfinesou s sebou do cviceni:

- Tento navod

- Poznamkovy sesit, psaci potieby

- Nazky

- Pravitko (s milimetrovym rozlisenim)

- Pfezivky

Uvodni pfipravné otazky: (zdroj informaci pro odpovédi - materidly k predndském, www.google.com)

- Jaky je vyznam pouZzitého organismu (= modelovy zastupce rostlin)?
- Jaké jsou praktické (ekologické) dusledky eventualniho poskozeni kliceni rostlin ?

-CotojeIC50acotojelC99 ? Proc se pouZziva praveé IC50 a ne napfiklad 1C99 ?

Uloha - Stanoveni ekotoxicity v testu kli¢eni rostlin
Uvod:

Ve sklenénych petriho miskach jsou semena hofcice seté umisténa na filtracni papir a exponovana 5
mL standardniho média s rliznym fedénim testované latky. Jako negativni kontrola slouZi varianta se
semeny exponovanymi jen ¢istym médiem.

Po ukonceni experimentu se stanovi pocet vyklicenych semen v kontrolach a v jednotlivych fedénich
a u vyklicenych jedincl se vyhodnoti celkova délka kofene. Ziskané vysledky Ize vyuZit pro vypocet
hodnot IC50 (koncentrace zabranujici vykliceni u 50% semen, resp. koncentrace 50% inhibujici rdst
kofene).

Metodika testu kliceni je standardizovana do podoby Guidline OECD (No. 208) a metodického pokynu
MZP CR pro hodnoceni toxicity odpadd a vodnych vyluhd (Test inhibice riistu kofene Sinapis alba,
Viyhl. MZP CR 338/1997). Ve standardni podobé se provadi 4 dny (96 hodin). Pro Gcely cvi¢eni mize
byla doba expozice modifikovdna na 72hodin.

Material a chemikalie

- semena hoftcice bilé Sinapis alba (s atestem testu kli¢ivosti) — 30 min dopfedu ponorené v
destilované vodé

- sklenéné petriho misky o priiméru 10 cm, pipety 5 a 10 mL, automatické mikropipety, filtraéni papir,
vialky pro pfipravu fedéni testované latky, pinzeta, laboratorni plastikova folie, Spicky k pipetam
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- zasobni roztok standardniho kultivacniho média

Tab. 1: Zasobni roztoky soli pro testy na semenech hofcice bilé
Zasobni roztok Chemikalie Koncentrace v
zasobnim roztoku[g:I

']

Roztok 1 CaCl,-2H,0 117,6
Roztok 2 MgS04-7H,0 49,3
Roztok 3 NaHCO3 25,9
Roztok 4 KCl 2,3

Pfiprava média : napipetovat 5 ml kazdého roztoku a doplnit do 1 | destilovanou vodou. Ptipadné
upravit pH na 7,6-8.

Postup 1 - priprava EXPOZICE:

1) Petriho misky popiste jménem, datem , koncentraci testované latky. Do takto pfipravenych petriho
misek pfipravte a vlozte kruhové vysece z filtraniho papiru. Test bude proveden v duplikatech -
celkem pfipravte 8 petriho misek (2x kontrola + 2x 3 fedéni vzorku A).

2) Ptiprava redéni vzorku
- pfipravte 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 — 37uL, 75 uL, 150 pL/ 15 mL - zménu celkového objemu zanedbejte)

- fedéni provedte v dodaném standardnim médiu (roztok soli a zakladnich Zivin nutnych pro kliceni
rostlin).

3) Pripravené expozi¢ni roztoky davkujte do petriho misek - vidy 5 mL / misku

- u kontrol pouZijte 5 mL standardniho média bez vzorku

evvs

4) Do kazdé misky vloZte 5 semen hofcice bilé

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

Postup 2 - vyhodnoceni KLICENI:

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

2) U vyklicenych semen vyhodnotte délku kofene (s pfesnosti na milimetry) a zapiste do tabulky;

3) Vypocitejte primérnou hodnotu u kazdé varianty a hodnoty vyjadiete jako % kontroly a % inhibice
(vyjadrete jako celd ¢isla)
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4) Vyhodnoceni IC50 provedte pomoci linearni regrese se zahrnutim logaritmu koncentrace (Excel)

5) Schéma protokolu: princip, postup, vysledkova tabulka, grafy pro jednotlivé sledované parametry
a zavéry
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PROTOKOL - Cviceni z Obecné ekotoxikologie

TEST EKOTOXICITY KLICENi ROSTLIN:

Jména operatort

Datum zaloZeni expozice:
Datum hodnoceni:

-> délka expozice (pocet dni):

Testovany vzorek (koncentrace % v/v)

Rostlina Kontrola 0,25% 0,5% 1% Pozn.
Cislo
Celkem semen 10 10 10 10
Pocet

nevyklicenych

Délky kofenu - Miska A

Délky kofend - Miska B

Pramér délky

kofen(
% kontroly 100
% inhibice 0

1C50 - kli¢eni (% v/v)

IC50 - rlst kofene (% v/v)
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Otazky:
1) Ktery z hodnocenych parametrd je citlivéjSim ukazatelem toxicity?

2) Jaké mnoistvi testované latky zpGsobi inhibici rlstu kofene 0 99% ? Je tento vysledek
vérohodny?
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