Testy trofie a toxicity na rasach
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Zakladni prehled rasovych testu:

Testy se sladkovodnimi 1 motskymi fasami
Testy statické, semistaticke a prutocné

Vsadkove (,,bach cultures) a kontinualni
kultivace

Testy jednodruhovée, dvou/tfidruhove a
vicedruhove

Baterie testu se zastupci skupin (rozsivky, zelené
fasy jednobunécne, cenobialni a vlaknite, sinice)



Uchovavani mateCnych kultur

o Klasicky:

— zkumavky-Sikmé agary,

— E-banky- agar, tekuta media, ,,bi-faz*
o Alternativy

— Imobilizace zivin

— Specialni media

— Lyofilizace

— Kryo- cesta

— Imobilizace bun¢k do agaru a algindtu, molitanu, PU-
pény, experlitu



Deimobilizace ras a sinic z

e Z agaru - mechanicky
e Z alginatu - princip — Ca-Na kompetice
— Uhli¢itan draselny
— Hydrogen uhli¢itan sodny
— EDTA
— HexametafosforeCnan sodny
— Citronan sodny
— Vinan draselno sodny
— Jantaran sodny



1vace ras

Sbirky a kult



http://www.imp.mtu.edu/matchar/algal1.JPG
http://images.google.com/imgres?imgurl=www.aquatic.uoguelph.ca/Human/Research/vwxyz/images/wegerh.jpg&imgrefurl=http://www.aquatic.uoguelph.ca/Human/Research/vwxyz/wegerh.htm&h=217&w=300&prev=/images%3Fq%3Dalgal%26start%3D120%26svnum%3D10%26hl%3Dcs%26lr%3D%26ie%3DUTF-8%26oe%3DUTF-8%26sa%3DN

Uchovavani mateCnych kultur

Sbirka BU AV CR

Klasické kultury

Kontinualni

kultivace
N bld



http://www.ftns.wau.nl/prock/Research/Rene/Picture/alpha_1.jpg
http://images.google.com/imgres?imgurl=www.butbn.cas.cz/ccala/sbirka.jpg&imgrefurl=http://www.butbn.cas.cz/ccala/sbirka.htm&h=367&w=253&prev=/images%3Fq%3D%2Bsite:www.butbn.cas.cz%2Balgal%2Bcollection%26svnum%3D10%26hl%3Dcs%26lr%3D%26ie%3DUTF-8%26oe%3DUTF-8
http://images.google.com/imgres?imgurl=www.sunwellness.com/images/FlaskSeedCulture.jpg&imgrefurl=http://www.sunwellness.com/chlorprod2.htm&h=164&w=210&prev=/images%3Fq%3DChlorella%26start%3D40%26svnum%3D10%26hl%3Dcs%26lr%3D%26ie%3DUTF-8%26oe%3DUTF-8%26sa%3DN

Rasy a
sinice jako
testovaci
organismy
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ulture Collection of Algae and Protozoa

Welcome to the CCAP Website i Clck he

The Culture Collection of Algae and Protozoa (CCAP) is the longest established of the world's major protistan service culture collections. It holds over 2000 strains of :
protozoa which are supplied waorldwide to industry and the academic community. The Callection is held at two sites:

CCAP's Freshwater Laboratory (CCAP-F) holds the Collection's freshwater algae and all protozoa. It is based
at the Centre for Ecology and Hydrology (CEH) Windermere, which is an institute of the Matural Environment
Research Council (MEELC) situated in the English Lake District.

CCAP's Marine Laboratory (CCAP-M) holds the Collection's marine algae. It is based at Dunstaffnage Marine
Labaratory (DMLY, which is an institute of the Scottish Association for Marine Sciences (S40MS) situated on the
west coast of Scotland.

/ NATURAL @ I‘Jer!
SAM ENVIROMMENT
kY S RESEARCH COUNCIL




Taxony pouzivané pro EB s rasami: (dle
novelizace 1SO 8692/2003 a OECD 201 —

novy navrh)
e Desmodesmus subspicatus 5 x 10 4
 Pseudokirchneriella subcapitata 5 x 10 3
* Anabaena flos-aguae 10 *
 Synechococcus leopoliensis 10 4
* Navicula pelliculosa 10 4

Zdroj — sbirky, vlastni kultury
Koncentrace inokula dle organismu a detekce



DalSi pouzitelné organismy

Chlorella kessleri FOTT et NOVAK., kmen LARG/1:

¢) Desmodesmus subspicatus CHOD., kmen
LAPAILEUR/Camb. 276-20;

d) Desmodesmus quadricauda (TURP.)BREB., kmen
GREIFSWALD/15;

e) Chlamydomonas reinhardtii. DANG., kmen UTEX
2246 137¢ mt+.

Srovnani organismu viz [S]Dvofakova a kol. 1999,
[6]RojiCkova a Marsalek, 1999.



Predkultivace!!!!!

Rasové inokulum pro zkousku se odebira z exponencidlné rostouci inokulaéni
kultury. Inokula¢ni kultura se nasadi k piredkultivaci 3 dny pred zacatkem
zkousky takto:

vvvvv

inokulum tak, aby hustota bun€k ve finalni kultufe dosahovala predepsanych
10 000 v 1 ml.

Inokula¢ni kultura se 3 dny provzdusiiuje a udrzuje pti svételné intenzité 30
W/m? (6000 1x) a teploté (26+2) C. .

MAYAA4

zaneslo co neyjméné Zivin a co nejvice bunék se rozmnozilo pod vlivem
zkousene latky, ale v praxi se fidi také detek¢nim limitem pfistroji
pouzivanych pro vyhodnocovani testu.



Experimentalni usporadani fasovych
testl toxicity 1- nadoby

e Standardni:

— E-banky 250ml 100ml media, kontinualni
trepani/bublani, ISO/OECD medium, 22+2 °C

o Alternativy:
— Zkumavky — tiepané, bublané, stacionarni
— Kyvety 5-10cm
— Mikrodesticky — pevne/tekuté pudy, semikontinudlni
— Biosenzor s IMA



Experimentalni usporadani fasovych
testu toxicity 2 — kultivaéni podminky

Svétlo —60-120uE/m?/s (6-9.000 Ix)
Dilezité — PhAR, periodicita
Teplota 22-26°C (teplotni optimum 27°C)
Udrzovani pH — nepresahne 8.5 ....
Slozeni media
— N/P pomér
— Koncentrace mikroprvku
— Koncentrace chelataCnich latek
— Specialni media pro studie limitace zivinami



Vyhodnoceni rasovych testu 1

e Primé metody

— Pocitani bunék
e pod mikroskopem,
e pocitac castic
e Prutokovy cytometr
— ,,cell packing volume*
— Hodnota spalneho tepla v mikrokalorimetru

— C/H/N analyza - (pozor na EP)



Vyhodnoceni rasovych testu 2

 Neprimé metody
— OD 663, 680, 750 nm
— Fluorescence ex 465 em 680nm
— /Zména pH
— Inhibice fotosynteézy
. 0,, CO,, RUBISCO, CCD-FLIA
— Efekty na membranach

— Inhibice pfijmu makronutrientu



Vypocet EC ¢,
A) dle integralu biomasy

A= Nl;N(’.4+ MHVE_ZNO.(Q—QH ..... + N“”;/"_ZNO (t,—t.)

t, t, t ;, t, = Casy méreni
NO, N;, N,, N, ;, N, = pocty bunék v jednotlivych ¢asech

Inhibice 1; pro kazdou sledovanou koncentraci: | . = u AC - mtegral blomasy
al A\: kontrolniho vzorku

A, = integral biomasy sledované
koncentrace



Vypocet EC ¢,
B) — Dle rtistovych rychlosti

InN_ —InN,

Rustova rychlost se pocita podle vzorce: U=

tn N, = pocet bunék v 1 ml v zavéru testu
N, = pocet bunék v 1 ml na pocatku testu
t = délka testu

Inhibice I, pro kazdou sledovanou koncentraci: y
/ I~ Cc

7S

U, = rustova rychlost kontrolniho vzorku

4 = rustova rychlost sledované koncentrace



Kriteria validity testu

e Riustova rychlost kontroly je 1,91/d pro

Pseudokirchneriella a 1,74/d pro Desmodesmus
(c.v. =24%)

e pH se nezmeéni o vice nez 1,5

« Koncentrace testované latky neklesne pod 80%



Stanoveni trofie — uzivnosti vody

e V terénu — biomasou autotrofu

e V laborator1 - Troficky potencial (rustovy
test na rasach - odeCtenim suSiny biomasy
v kontrolnim vzorku od susiny biomasy ve
vzorku vody).

e Podle tabulky 1 se urci stupen trofie.



Stupen
trofie

Autor

stupnice

Sladecéek
1979

Zakova
1986

Tabulka 1 - Klasifika¢ni tabulka pro hodnoceni trofie
Hodnoty susiny v mg/l.- ptepocty dle konverzni kiivky z OD 750

Ultraoli Olig

0

25 50

50

Oligome

Z0

100

Mez

100

200

Mezoeut Eut Poly Hypert
ro ro rofni
50 3000
0
350 50 1000 1000



Zkouska na limitujici ziviny

Stanoveni trofickeho potencialu je mozno doplnit o zkousku na limitujici
Ziviny.
Vzorek vody se selektivné obohati o P, N, P+N, popft. o dalsi prvky,

— vzorek (bez obohaceni)

— (kone¢na koncentrace fosforu 0,05 mg/1)

— (kone¢né koncentrace dusiku 1 mg/l)

— (kone¢na koncentrace fosforu 0,05 mg/l a dusiku 1 mg/l)
vzorek + dalSi prvky /koncentrace
Roztoky se sterilizuji v mnoZzstvi 2 ml v otevienych Petriho miskach 2 hodiny
ve sterilizaénim zafizeni (viz ptiloha B). Sterilni roztoky se pteliji do sterilnich
|ékovek.



Protokol o zkousce

* V protokolu o zkousce se uvede:
— a) odkaz na pouzitou metodu;
— b) identifikace vzorku nebo zkousené latky;

— ¢) zkuSebni organismus: druh, ptivod, kmenové referenc¢ni Cislo, zptisob
kultivace;

e podrobné udaje o zkousce:
— 1) datum zah4jeni a doba trvani;
— 2) koncentrace zkouSen¢ latky a fedéni vzorku;
— 3) slozeni zivného roztoku;
— 4) kultiva¢ni zafizeni a inkubacéni postup;
— 5) intenzita osvétleni;
- 6) teplota;
— 7) metoda méfeni hustoty bunék, pouzita konverzni rovnice;




Protokol o zkousce 2 - Vysledky

1) absorbance v jamkach sérologické desticky/ebo
poCty bunék v kazdé faz1 méfeni;

2) suSina biomasy v jamkach serologicke destiCky
ve stacionarni fazi rustove kiivky;

3) hodnoty EC50; zptsob vypoctu

4) hodnoty trofického potencialu;

5) dalsi skutecnosti vyznamné z hlediska uzitého
postupu.



The influence of selected compounds on the growth of Chlorella kessleri in different medium.
96 h EC 50 values in ug*l! (95% confidence interval) and coeficient of determination

respectively. *values in mg.I",

STANDARD BOTTLE ASSAY
OECD medium BBM medium
Cdcl, 37.3 /26.5-48.5/0.73 78.1 /69.4-86.8/ 0.68
CuCl, 56.3 /50.5-62.1/0.82 83,7 /74.7-92.8/ 0.76
ZnCl, 54.1 /49.0-59.2/0.89 73.0 /67.1-78.9/ 0.86
bentazon 37.2 /33.2-41.2/0.92 44.6 /41.0-48.2/ 0.94

*imidazolin 78.7 /72.2-85.2/0.85

97.1 /88.4-105.8/ 0.84

*gluphosinate 11.3 /8.6-14.0/ 0.86 18.7 /11.5-19.9/0.91

MICROPLATE ASSAY

ammonium

OECD medium
CdcCl, 40.1 /30.9-49.1/ 0.89
CuCl, 53.5 /48.3-58.7/ 0.85
ZnCl, 54.1 /49.0-59.2/ 0.89
bentazon  31.7 /28.6-34.8/ 0.97

*imidazolin 81.2 /75.4-87.0/ 0.96

*gluphosinate 9.2 / 6.5-11.9/ 0.98
ammonium hel

BBM medium

79.6 /74.4-84.8/ 0.96
78.2 /71.6-84.6/ 0.94
66.5 /61.9-71.1/0.94

37.8 /33.6-42.0/ 0.94
89.6 /86.5-92.7/0.94
13.6 /12.5-14.7/0.99

CHLOROPHYLL FLUORESCENCE ASSAY

OECD medium
CdCl, 47.1 /37.5-56.5/ 0.88
CuCl, 59.0 /54.4-63.6/ 0.90
ZnCl, 72.3 168.0-76.6/ 0.95
bentazon 13.2 /10.1-16.6/ 0.98

*imidazolin 94.7 /90.5-98.9/ 0.98

*gluphosi- 10.1 / 7.4-12.8/ 0.96
te ammonium

BBM medium

48.3 /42.4-54.2/0.86
56.6 /52.0-61.2/0.97
70.1 /66.5-73.7/ 0.96

-14.0 /11.3-16.7/ 0.98

96.2 /93.1-99.3/ 0.94
9.6 /8.5-10.7/ 0.98
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