STUDIJNI MATERIAL 3:

Zkouska inhibice riistu zelené rasy Raphidocelis subcapitata
Zpracovano podle normy OECD 201 (ISO 8692) a ceské technické normy TNV 757741.

Princip

Odpovéd organismu (inhibice/stimulace riistu) po expozici dané koncentraci latky je
porovnavana s primeérnym ristem kontroly.

Test byl optimalizovan pro provedeni v 96-ti jamkovych mikrotitra¢nich destickach.
Exponovanym organismem je zelena fasa Raphidocelis subcapitata (Syn. Selenastrum
subcapitata, Pseudokirchneriella subcapitata). Vybrané koncentrace sledované latky jsou
testovany vzdy v 5 opakovanich. V experimentu stanovujeme rist ias jako zménu optické
density Fasové suspenze na konci a na zacatku experimentu. Opticka densita (absorbance
680nm) koreluje s poctem bunék na mL a mérime ji pomoci spektrofotometru - je tedy dobrym a
jednoduchym zastupnym parametrem k rychlému stanoveni riistu ras v testovém systému.

Pristroje a chemikalie
- Trasova kultura o dostatecné hustoté bunék na mL - kultivovana ve standardnim médiu
(50% ZBB médium)
- 96-jamkové mikrotitraéni desky (250uL/jamka), automatické pipety, Spicky k pipetam,
nadoby pro vyiedéni odpovidajicich koncentraci testované latky
- destilovana voda, nesterilni 200% ZBB médium
- dichroman draselny - pozitivni kontrola

Podminky testu
- doba expozice: 3 dny (72h)
- interval méreni: zaloZeni testu Oh, po 24, 48, 72 hodinach expozice
- teplota 23°C
- osvétleni 2080 lux (pouziti klasické halogenové zarivky a zarivky Aqua Glo fialova, 40W)

Priprava experimentu a pracovni postup:

Pro zaloZeni pokusu je potreba prichystat spravné naiedéné inokulum ias v 50% ZBB médiu,
které napipetujeme po 125ulL do kazdé testové jamKky (tvori tedy polovinu objemu testové
jamky). Druhou polovinu objemu jamky (125 uL) pak tvofi fedéni vzorku v 50% médiu, které
nasledné pridavame k rasovému inokulu dle pipetovaciho schématu:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A blank blank | blank | blank | blank | blank blank blank blank | blank blank blank
médium C5 C4 C3 Cc2 Cmax | médium PC4 PC3 PC4 PC1 médium
B R s c4 | c3 NC PC4 | PC3 blank
médium médium
¢ R s c4 | c3 NC PC4 | PC3 blank
médium médium
b R s c4 | c3 NC PC4 | PC3 blank
médium médium
E blank blank
médium | NC/SC | NC/sC | Ne/sc NC NC/SC | Nc/sc .
E R s c4 | c3 NC PC4 | PC3 blank
médium médium
G R s c4 3 NC PC4 | PC3 blank
médium médium
H blank blank | blank | blank | blank | blank blank blank blank blank
médium C5 C4 C3 C2 Cmax | médium PC4 PC3 médium




NC = negativni kontrola
SC =rozpoustédlova kontrola (solvent control)
PC = pozitivni kontrola (dichroman draselny 1.25-2.5-5-10 mg/L)

vV

C1 max = nejvyssi koncentrace testované latky

Priprava média

Rasy se kultivuji v 50% ZBB médiu, jde o optimalizovanou smés Zivin a minerald vhodnou pro
kultivaci fas a sinic (presné sloZeni bude diskutovano na cviceni). Stejné médium se uziva i pro
expozice fas v testu toxicity. K dispozici budete mit koncentrat, 200% ZBB médium, tento
zasobni roztok se redi na pozadovanou koncentraci destilovanou vodou.

Piiprava inokula Fas - Fasové suspenze

Rasové inokulum v exponencialni fazi ristu (=koncentrovana asova suspenze odebrana

z laboratorn{ kultury) odebereme sterilné ze zadsobni kultury v kultiva¢ni laboratofi. Potom
fasové inokulum vyredime kultivaénim médiem (50% ZBB) na poZadovanou hustotu bunék na 1
mL a odpovidajici objem. Vychozi mnoZstvi bunék/mL na za¢atku experimentu by mélo byt cca
100 000. Pocty bunék na mL zjistime pomoci méreni na spektrofotometru (A680) a vypoctu

s uzitim rovnice kalibrac¢ni krivky (viz obr.1). Obvykle rasy do testu redime faktorem 4 (tedy
1:3).

Urceni poc¢tu bunék/mL v zakoncentrované rasové suspenzi - rfasovém inokulu:

Méteni optické density provedeme na Cisté mikrodesce. Do 3 sousedicich jamek napipetujeme
250 uL 50% ZBB média (blank) a do dalSich 3 sousedicich jamek napipetujeme 250uL
koncentrované fasové suspenze. Prométime absorbanci (680nm) a namérené udaje pouZijeme
pro vypocet ediciho faktoru. Redici faktor vypoéteme pomoci jednoduché linearni kalibraéni
rovnice (zavislost optické density na poc¢tu bunék na mL). Pii méfeni na spektrofotometru
postupujte dle instrukeci cviciciho.
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Obr.1: Kalibra¢ni kiivka pro zavislost absorbance na poc¢tu bunék v fasové suspenzi

Rasovou suspenzi nafedime v kadince 50% ZBB médiem na dvojnasobny poc¢et bunék na mL neZ
je vysledny pozadovany pocet ( tedy na 200 000 bunék/mL), protoZe suspenzi budeme nasledné
v jamkach 2x redit priddvanym vzorkem v médiu.

Takto nafedénou suspenzi ias rozpipetujeme na 96-jamkovou mikrotitracni desku dle
pipetovaciho schématu - 60 vnitinich jamek desky, okrajové jamky jsou urceny pro blanky.

Pred rozpipetovanim suspenzi ras diikladné promichejte. Pozor - fasy maji tendenci sesedat,
michani je opravdu dulezité!



Priprava koncentracni irady testované latky a pozitivni kontroly
Koncentracni fadu testované latky (vzorku) si pripravime postupnym redénim zasobniho

roztoku latky (vzorku) 50% ZBB médiem v plastovy epinkach ¢i sklenénych vialkach.

Pro pripravu koncentracni rady testované latky je daleZzité si nejprve uvédomit:

1. Jaky celkovy objem smési fas+média+testované latky budeme potiebovat pro 5
opakovani, jaky objem pro negativni kontrolu/ pozitivni kontrolu/ blanky? Vzdy je
dobré uvazZovat i néjakou rezervu!

2. Jaky redici faktor (DF - dilution factor) je mezi jednotlivymi koncentracemi testované
latky?

3. Jaké negativni kontroly je treba zahrnout do experimentu (je latka rozpusténa ve vodé
nebo v organ. rozpoustédle)?

4. Jaké blanky je tfeba zahrnout do experimentu - pro odecteni absorbance média a
vzorku?

Pfi ivahach nad objem pridavaného vzorku je nutné myslet na to, aby koncentrace média a
ptripadné rozpoustédla byla ve vSech jamkach stejna. Obsah rozpoustédla by nemél presahnout
0.5% cilového objemu v testové jamce (v/v). V nékterych pripadech je tedy nutné
koncentraci zasobniho roztoku adekvatné upravit.

V kazdém kroku je nutné smés testované latky s 50%ZBB médiem diikladné promichat -
(vortex/pipeta/krouZzivy pohyb).

Jednotlivé koncentracni varianty rozpipetujeme na desku po 125 uL. na jamku

- 1rtedéni vzorku ve vialce/epince- pro 7 jamek + rezerva = 1000 uL.

Obdobné jako u testované latky postupujeme pfi pripravé 4-bodové koncentraéni rady pozitivni
kontroly - dichromanu draselného. Cilové koncentrace jsou 1.25-2.5-5-10 mg/L (DF 2) a
koncentrace zasobniho roztoku je 2 g/L. Dichroman draselny je rozpustény ve vodé.

Méreni absorbance

Absorbanci mérime pri vinové délce 680 nm. Pired kazdym mérenim je nutné jednotlivé
jamKky promichat multikanalovou pipetou !!!

Ziskany soubor (ve formatu MS-Excel) uloZte na pevny disk pocitace do adresare
"C:/biotesty_cviceni_2015 ve formatu datum_latka_casovy interval (napft:

150331 _carbofuran_0Oh; 150401 _carbofuran_24h; atd.)

Expozice

Mikrodesticku ptikryjeme vickem a exponujeme v inkubac¢ni mistnosti s rizenym svételnym

reZimem.

. Doba expozice: 3 dny

. Interval méreni: Oh, 24h, 48h, 72h

o Podminky expozice: teplota 23°C, osvétleni 2080 Ix (pouZiti klasické halogenové zativky a
zarivky Aqua Glo fialova, 40W)



Vyhodnoceni

Vysledkem testu toxicity na rasach jsou dva endpointy - inhibice ristové rychlosti a inhibice
vytézku. Vyhodnoceni vysledki experimentu provadime v programech MS Excel a GraphPad
Prism.

V MS Excel provedeme prvni vypocty.

1. 0d kazdé namérené hodnoty vzorku/kontroly odecteme primérnou absorbanci blanku
(destil. voda v okrajovych jamkach).

2. Pro kazdou koncentrac¢ni variantu/kontrolu vypocteme priimér, smérodatnou odchylku

a koeficient variance

Vylouc¢ime pripadné odlehlé hodnoty (CV>10%)

4. Endpoint - INHIBICE RUSTOVE RYCHLOSTI (Growth rate inhibition):

Z upravenych hodnot vypocitime ristovou rychlost dle vzorce:

w

In ODxonec — In ODstart

IJ' e Sy
tkonec — tstart

kde:
u primérna specificka ristova rychlost v ¢ase 0-x (dny);
Estart Casovy zacatek expozice (0 den);
tkonec Casovy interval méreni (x-ty den);
ODstart absorbance (po odecteni blanku) v ¢ase 0 (dny);
ODxonec absorbance (po odecteni blanku) v ¢ase x (dny);

Hodnoty ristové rychlosti pouZzijeme pro vypocet inhibice ristu dle vzorce:

UK - Hv
%l = ----emeee-- *100
25
kde:
Uk - primér specifické ristové rychlosti kontroly
Uy - pramér specifické ristové rychlosti jednotlivych
variant koncentraci toxikantu
Wl - procento inhibice ristu oproti

negativni/rozpoustédlové kontrole v dané
koncentracni varianté

Pro kontrolu validity testu je tieba spocitat riistovou rychlost v kazdém ¢asovém intervalu (0-
24; 24-48;48-72) - ristova rychlost kontroly by se méla pohybovat v intervalu 0.4-1.

5. Endpoint - INHIBICE VYTEZKU (Yield inhibition):
Z upravenych hodnot vypocitame vytéZek biomasy dle vzorce:

Y = ODxonec-ODstart
kde:
ODstare - absorbance (po odectent blanku) v ¢ase 0 (dny);
ODonec - absorbance (po odecteni blanku) v Case x (dny);



Dale vypocitame inhibici vytézku biomasy dle vzorce:

kde:
Yk - vytézek kontroly
Y, - vytézek jednotlivych variant koncentraci toxikantu

6. Vypocet u¢innych koncentraci:
Vysledné hodnoty inhibice rlistové rychlosti a vytézku biomasy vloZzte vZdy
k odpovidajicimu logaritmu koncentrace do softwaru GraphPad PRISM, a vypoctéte
hodnoty I1C50, IC20, NOEC a LOEC pro oba endpointy. Stejny vypocet proved’te pro
pozitivni kontrolu - dichroman draselny. Pti vypoctu postupujte dle instrukci ziskanych
na uvodni hodiné (Dr. Jiti Novak).

7. V MS Excelu a GraphPadu sestrojte graf zavislosti inhibice rtistové rychlosti a vytézku
biomasy na koncentraci toxikantu a obdobny graf s pozitivni kontrolou - dichromanem
draselnym. V grafu zobrazte variabilitu vasSich vysledki vyzna¢enim smérodatné

odchylky.

Ovéreni citlivosti
Zkouska se povaZuje za platnou, pokud se EC50 zplisobena referen¢nim roztokem (dichroman
draselny- pozitivni kontrola) pohybuje v rozmez{ 0.8-1.2 mg/L.



Zkouska inhibice luminiscence emitované moi'skymi bakteriemi
Vibrio fischeri
Zpracovano podle ISO 14735 (2005)

Jedna se o rychly, jednoduchy a levny test akutni toxicity na prokaryotickém organismu, ktery
slouzi ke sledovani toxickych ucinki nejen Cistych chemickych latek i jejich roztokd, ale i
environmentalnich smési extrahovanych z riiznych vzork. Tato metoda je méné vhodna pro
silné zabarvené vzorky nebo vzorky obsahujici nerozpusténé latky nebo latky, které reaguji s
Zivnym roztokem nebo podléhaji zménam béhem zkousky (naprtiklad vysrazeni, biochemickému
nebo fotochemickému rozkladu), a tim mohou poskytovat nespravné vysledky, poptipadé
zhorsit reprodukovatelnost.

Princip

Testovacim organismem v testu je morska bakterie Vibrio fischeri, ktera za optimalnich
podminek intenzivné luminuje (svétélkuje). Test je zaloZen na zhaseni bioluminiscence této
bakterie, je-1i ve vzorku pritomna biodostupna toxicka latka, ktera miize metabolickou aktivitu
bakterii vyznamné snizit, piipadné zastavit. To se ihned projevi poklesem intenzity luminiscence
(bioluminiscence). Mnozstvi emitovaného svétla se méri luminometrem pied a po pridani
testované latky (po 15 a 30 minutach expozice). Teplota v priibéhu testu musi byt konstantni (t
=15°C).

Pristroje a chemikalie
- Cirkulac¢ni termostat s mozZnosti temperace na 15°C
- Chlazeny luminometr,
- Automatické pipety 5 - 50 pul, 50 - 200 pl, 200 - 1000 pl, 1000 - 5000 pl, Spicky,
- NacCl
- Modelovy toxikant - dichroman draselny (K.Cr;07) - pozitivni kontrola

Podminky testu
- teplota: 15°C
- délka expozice 15 a 30 min.

Priprava experimentu a pracovni postup

Priprava bakterialni suspenze Vibrio fischeri pro test:
Bakterie je nutné pripravit ve dvou, na sebe navazujicich krocich:

1. Ampulku s lyofilizovanou kulturou vyjmeme z mrazicitho boxu a do ampulky
napipetujeme 0.5 mL rekonstitu¢niho roztoku dodavaného spolecné s bakteriemi.
Trepanim rozpustime lyofilizované bakterie v roztoku a po rozpusténi bakterii je pomoci
pipety provzdusnime. Takto pripravenou ampulku nechdme inkubovat na ledu v lednici
min. 30 minut.

2. Po uplynuti 30 minut je mozZné rehydratované bakterie rozredit pro test. 100 pL
rehydratované suspenze napipetujeme do 4 mL roztoku 2% NaCl ve zkumavce (je
také mozné pouzit vyrobcem dodavany rekonstitucni roztok z plastové nadobky). Pouziti
vyrobcem dodavaného roztoku je zadouci, je li k dispozici, jelikoz dosazené luminiscence
jsou vyssi. Takto naredéné bakterie pak ponechame inkubovat v suché lazni pri teploté
15°C po dobu minimalné 15, ale spise 30 minut.



Priprava koncentracni rady testované latky a pozitivni kontroly

Pripravime si dvé 96-jamkové desky. Jednu priihlednou - v ni se bude ptipravovat fedici rada a
jednu bilou - ta bude nakonec mérena.

Pfedem je nutné si rozmyslet rozlozZeni vzorkl na desce a podle toho zacit s jeji piipravou. Nize
popsany postup je platny pro redéni vzorkid pomoci dvojkové redici rady. V piipadé potieby
jiného stupné redéni je tieba piislusné upravit pipetované objemy do jednotlivych jamek. V
tomto pripadé pamatujeme na vysledny objem vzorku v jamce. Redéni probiha piimo v desce
postupnym piepipetovavanim urcitého objemu z jedné jamky do druhé.

Cely experiment se bézné provadi v duplikatu (je samoziejmé mozné pouziti jiny pocet
replikatii) - ve cvicenich budeme cely experiment provadét jen jednou, pricemz kazdou
koncentraci budeme testovat v 5 opakovanich (kazda dvojice vyuZije pouze polovinu desky).

Tab. 1: MoZnd podoba napipetované desky se vzorky:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

NC/SC |NC/SC |PC PC NC/SC|NC/SC

C1 C2 C3 C4 C5 NC/SC

C1 C2 C3 C4 C5 NC/SC

C1 C2 C3 C4 C5 NC/SC

C1 C2 C3 C4 C5 NC/SC

C1 C2 C3 C4 C5 NC/SC

C1 C2 C3 C4 C5 NC/SC

Sl [th o (a0 oo |

NC/SC|NC/SC|PC  |PC  |Nc/sc|NC/SC

NC- negativni kontrola (2% roztok NaCl)

SC - rozpoustédlova (solvent) kontrola - (2% roztok NaCl) s pfidavkem rozpoustédla

PC- pozitivni kontrola (standardné se pouziva roztok dichromanu draselného v koncentraci
EC50=53 mg/l = 18,7 mg/1 Cr'+)

C 1- C5- koncentrace vzorki

Pozn. 1. Je nutné mit na desce alespon 2 duplikaty negativni kontroly. Lepsi vsak je mit dvé jamky na
kazdém radku a pro kazdy radek s nimi pocitat pro vypocet korekéniho faktoru pro dany radek (na jedné
desce jsou méreny vzorky pro 2 dvojice, NC/SC budete mit dohromady).

Na kazdém radku mize byt koncentrac¢ni ada jednoho vzorku nebo miiZe byt vzorek natedén do vice
radkd, je-li to potieba (hodné toxicky vzorek).

Nejvyssi koncentraci latky C1 si pripravte ve vialce smisenim zasobniho roztoku vzorku a 2%
roztoku NaCl. Poté rozpipetujte C1 na desku dle schématu (300uL na jamku) a dalsi fedéni
pripravte opét s pouZitim 2% roztoku NaCl pfimo na fedici desce. Pro usnadnéni pace je mozné
pouzit multikanalovou pipetu.

Nezapomerite, Ze na desce musi ziistat jamKy s negativni kontrolou, bez vzorku. A také na to, Ze
je nutné pii poslednim redéni vzorku nevracet kapalinu z pipety zpét do jamek, ale vypustit ji
jinam (do odpadu). Pokud by se napipetovany objem v pipeté vratil zpét do jamek, tak by

v téchto jamkach byl dvojnasobny objem roztoku

Stejné jako u vzorku postupujeme u pozitivni kontroly (K>Cr207, c= 53 mg/I1)

Ptipravenou desku ddme temperovat na 15°C po dobu 30 minut.

vvvvvv

vzorku/testované latky.
1. Roztok vzorku neobsahuje stil (NaCl)- v tomto pripadé je nutné do vzorku pridat slany roztok, aby

vysledna koncentrace NaCl byla priblizné 2% (kvtli osmotické rovnovaze-). K tomuto ucelu se



pouziva prakticky nasyceny roztok soli (32 %) - aby se vzorek co nejméné natedil. V tomto
pripadé se do jamky napipetuje 280 pL vzorku a piida se 20uL koncentrovaného slaného
roztoku. Vysledny objem v jamce je tedy 300 pL. Pamatujte, Ze timto se vzorky natedi- nutno
zohlednit ve vypoctech!

2. Testovany vzorek byl pfimo pripraven za pomoci 2 % roztoku NaCl (tyka se latek, které jsou
k dispozici v sypkém nebo suchém stavu a pfed mérenim se pripravuje roztok). V tomto pripadé
se do prvnich jamek napipetuje pfimo 300uLvzorku. - toto je varianta, kterou pouzivime ve
cviceni

Pozn. 3. Environmentalni vzorky se zkouseji co nejdrive po odbéru ¢i pripravé. Vzorek se diikladné
protrepe a je-li to nutné, homogenizuje. Vzorek by mél byt upraven na pH 7.,4 + 0.3.

Béhem 30 min temperovani edici desky si pripravime druhou (bilou-méftici) desku a do ni
napipetujeme 30 pL suspenze bakterii (byla naredéna a temperovana drive ).

Nyni mame pfipraveny vSechno potiebné a miiZeme zacit s méirenim desky.

Expozice a méreni luminiscence
PouZijeme destickovy luminometr Biotech synergy TM umistény v chladici skfini v piistrojové
laboratofi. CYe)
, .
Ptistroj se ovlada pomoci pocitatového programu Gen 5  Saszu
Otevireme testovy protokol mikrotox.prt (ve sloZce experiment) a umistime desku na ramecek
luminometru. Program spustime klikem na tla¢itko READ. Software nas vyzve k uloZeni méteni.
Po uloZeni a odsouhlaseni kontrolnich oken deska zajede do pristroje a zméri se pocatecni
luminiscence bakterii. AZ je zmérena kazda jamka, deska znovu vyjede z pristroje a na
obrazovce se objevi okno ,napipetujte vzorek” (Obr. 2). Pomoci multikanalové pipety
napipetujeme 120 pL vzorkii z prihledné desky do bilé desky k bakteriim. Davame pritom
pozor, abychom vzorky néjak na desce neposunuli a tim jsme nezménili vysledky. Pokud
budeme pri piepipetovavani vzorki postupovat od negativnich kontrol a nejziedénéjsich
roztoki k nejvys$sim koncentracim, neni potfeba ménit Spicky.

Po napipetovani vzorki umistime bilou desku zpét do pristroje a odklikneme tabulku. Méreni
automaticky pokracuje po dobu 30- ti minut.

Po tficeti minutach deska vyjede z pristroje a pomoci nastroje Power export (obr. 2) si nechdme
vysledné luminiscence vyexportovat do Excelu.

Ziskana data poté vyhodnotime, spoc¢itdme vysledné inhibice a EC 50. Je vhodné z korek¢nich
faktorti negativnich kontrol udélat primér a ten dosazovat do vzorce inhibice luminiscence (viz
nize).

Pozn: P¥i vypoctech koncentraci a fedéni nezapomeiite, Ze se vzorky v prubéhu piipravy
experimentu fedi suspenzi bakterii - v kroku nepipetovani z prithledné redici do bilé mérici
desky.



g Gen5 - Experiment1® [created from microtox.prt]
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Obr. 2: Vyiez obrazovky softwaru Gen5 pii méreni luminometrem. MiiZete vidét vySe popsané
ikony a okno vyzyvajici k napipetovani vzorki z jedné desky do druhé.

Vypocty

Nejdrive vypocitame koeficienty piirozeného vyhasindni bioluminiscence pro jednotlivé ¢asy:

Re = Ikt / Iko

Ke kvantitativnimu vyhodnoceni se vypoctéte procentudlni ubytek svétla (inhibici

luminiscence):

Inh% =

Vypocet ECsp se provadi z krivky davka-odpovéd'. K vypoctu doporucCujeme pouzit
program GraphPad Prism, s jehoZ obsluhou jste byli seznameni v predchozich hodinach.

Ovéreni citlivosti

Kde:
R: je koeficient prirozeného vyhasinani v Case t

Ikt je intenzita bioluminiscence u kontroly v Case t

Ixo je intenzita bioluminiscence u kontroly v €ase 0

Kde:
R: je koeficient prirozeného vyhasinani v Case t

(Re.To- 1) / (Re Io) . 100

Ipje bioluminiscence v ¢ase 0
I; je namérend bioluminiscence v Case t

Zkouska se povazuje za platnou, pokud jsou splnény nasledujici podminky:
o Koeficient ptirozeného vyhasinani R; se pohybuje v rozmezi 0.6-1.8




e Referencni roztoky (vSechny tfi pro zasobni kulturu nebo pouze dichroman draselny pro
kazdy test) zptisobuji 20-80% inhibici po 30 minutach pro nasledujici koncentrace
standardnich latek:

3.4mg/L 3,5-Dichlorphenol
2.2 mg/L Zn (I) 9.67 mg/L ZnS0..7H,0
18.7 mg/L Cr (VI) = 52.9 mg/L K,Cr,07



Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia magna Straus (Cladocera,
Crustacea) - Zkouska akutni toxicity

Zpracovano podle CSN ISO 6341

Metoda stanoveni akutni toxicity chemickych latek, priimyslovych odpadnich vod a povrchovych
nebo podzemnich vod pro Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea).

Princip
Zkouska je zaloZena na urceni koncentrace latky, ktera za 24 (48) hodin imobilizuje 50% jedincti
Daphnia magna vystavenych podminkam testu.

Pristroje a chemikalie
- automaticka pipeta + Spicky
- plastova kapatka
- testovaci desticka (30 jamek, objem jamky 10 mL)
- kadinky
- odmérny valec
- chemikdlie na pfipravu média - chlorid draselny KCI, hydrogenuhlicitan sodny
NaHCOs3, chlorid vapenaty CaCly, siran hore¢naty MgS04
- pozitivni kontrola - dichroman draselny K,Cr;07

Podminky testu
- teplota: 20 £ 2 2C
- délka expozice 24hod (48 hod.)
- fotoperioda 16h svétla/8 h tmy

Priprava experimentu a pracovni postup

Priprava média
Nejprve je tfeba pripravit dostatetné mnoZstvi média pro vSechny kroky postupu
experimentu.

Zasobni roztoky:
8,88g CaCl; se rozpusti v 1L destilované vody
4,93g MgS0, se rozpusti v 1L destilované vody
2,59g NaHCOs se rozpusti v 1L destilované vody
0,23g KCl se rozpusti v 1L destilované vody

- na 1L média se davkuje 25 mL z kazdého zasobniho roztoku, do odmérné banky 1L se
nalije ¢ast destilované vody, pridaji se zasobni roztoky a doplni se destilovana voda

- aeraci se roztok nasyti kyslikem (koncentrace kysliku by neméla klesnout pod 7 mg/L) a
zkontroluje se pH (7,8+0,2)
(médium budete mit pripravené)

Priprava organismii na test

Do experimentu se nasazuji jednodenni juvenilové, proto je potieba 1 den pted zalozenim
experimentu vyclenit do specialni nddoby - kddinky (0.5L) s médiem nékolik gravidnich samic.
Toto preneseni samic do oddélené nadoby je impulsem k rozeni mlad’at.



Priprava koncentracni rady testované latky

Redici Fadu testované latky (5 konc. bodii) pripravime v dostate¢ném objemu ve sklenénych
kadinkach. Latku postupné redime v médiu a pridavame-li latku (vzorek) v jiném rozpoustédle
nez ve vodé, tak je nutné dbat na to, aby ve vSech testovych variantach byla stejna koncentrace
rozpoustédla, maximalné vSak 0.5% v/v. Z kadinek potom napipetujeme po 10mL do kazdé
testové jamky na plastové testové desce dle doporuceného schématu. Na kazdou koncentraci
pripada 5 opakovani, pricemz prvni jamka v adé slouzi jako jamka na oplach.

Jako pozitivni kontrola se pouziva standardni toxikant dichroman draselny (3.2 - 1.6 - 0.8 - 0.4
- 0.2 mg/L).

(... desku s pozitivni kontrolou zaloZi cvicici)

Nasazeni organismi do testu

Do jamKy na oplach preneseme kapatkem 20 jedinctli z nadoby s juvenily a poté prenasime po 5
jedincich do jednotlivych testovych jamek. Timto zabranime nezadoucimu natfedéni testované
latky pii manipulaci s kapatkem.

Schéma desky:
A B C D
NC | NC/SC NC/SC NC/SC NC/SC NC/SC
1 C min C min C min C min C min
2
3
L e ——
5 C max
Jamka na Testové
oplach jamky

Expozice a vyhodnoceni imobilizace

Desku s dafniemi nechame exponovat v kultivacni laboratori pii teploté 20 + 2 2C a svételném
rezimu 16h svétlo/8h tma.

Na konci zkusebni doby 24h (48h) se spocitaji mobilni jedinci v kazdé nadobé. Jedinci, kteri
nebudou schopni se rozplavat za 15 s po mirném zamichani roztoku, se povazuji za
imobilizované, i kdyby dosud pohybovali tykadly.

Vysledky vcetné jakychkoli anomalii v chovani dafnii si zaznamename.

Vyhodnoceni vysledkii a vypocty

Vysledky zaznamendame do Excelu a jednoduchym vypoctem urc¢ime % imobilizace

v jednotlivych opakovani. Pomoci softwaru Graphpad Prism stanovime uc¢inné koncentrace
EC20, EC50, NOEC a LOEC.

X
%I = ------- *100
5
Kde:
x je pocet imobilizovanych jedinci
Platnost zkousky

Zkouska se povazuje za platnou, pokud jsou splnény nasledujici podminky:
- mortalita v kontrole na konci zkousky je < 10%

24h- ECso pro dichroman draselny je v rozsahu 0.6-1.7 mg/L



