Experimentalni a aplikovana toxikologie a ekotoxikologie — cvi¢eni Monika Kuncova

Test inhibice ristu zelené fasy Raphidocelis subcapitata 30. 10. 2023

Teoreticky uvod

Vodni prostfedi je ¢asto kontaminovano pesticidy z riznych zdroja. Jedna se zejména o
zemédélské splachy, které predstavuji potencialni nebezpeci pro necilové organismy. Tyto
organismy jsou vystaveny smésim latek, které mohou zpUsobit akutni i chronickou expozici,
coz muze vést k raznym (synergickym ¢&i antagonistickym) nezadoucim uéink(m. '

Diuron je biologicky aktivni polutant pfitomny v pidé, vodé a sedimentech. Jedna se
o bézné pouzivany pesticid v riznych plodinach, jako je bavina, kava, cukrova titina,
kukufice ¢i pSenice." Jeho vyskyt byl ve vodnim prostiedi zaznamenam po celém svété.
Diuron je herbicid, ktery inhibuje fotosyntézu tim, Ze blokuje elektronovy transportni fetézec
na fotosystému Il u mikroorganismu a fotosyntetizujicich rostlin.? Je také mirné toxicky pro
savce a ptaky a stfedné toxicky pro vodni bezobratlé. Jeho hlavni produkt biologického
rozkladu, 3,4-dichloranilin, ktery je stejné jako diuron perzistentni v ptdé, vodé a
podzemnich vodach.?

Kontaminace vodniho prostfedi diuronem muze vyvolat nepfiznivé ucinky na
organismy, véetn& mikrofas.! Rasy hraji ve vodnich ekosystémech kliovou roli, protoze jako
primarni producenti jsou dulezitou soucasti zakladny potravniho fetézce a jakykoli vliv na né
muze ovlivnit vySsi trofické urovné a nasledné ovlivnit fungovani ekosystému. Z tohoto
dlvodu se ruzné druhy fas €asto pouzivaji pfi posuzovani rizik chemickych latek. Kromé
jejich dulezité ekologické ulohy se mikrofasy snadno kultivuji, maji kratkou generacni dobu a
jsou citlivé na fadu sloucenin (napf. herbicidy), coz z nich €ini vhodné biologické nastroje pfi
ekotoxikologickém testovani znedistujicich latek."

Chemikalie a pomticky
e fasova kultura o dostate¢né hustoté bunék na mL kultivovana ve standardnim médiu
(50% ZBB médium)
e 96-jamkové mikrotitracni desky (250uL/jamka), automatické pipety, Spi¢ky k pipetam,
nadoby pro vyfedéni odpovidajicich koncentraci testované latky
destilovana voda, nesterilni 200% ZBB médium
dichroman draselny — pozitivni kontrola

Podminky testu
e doba expozice: 3 dny (72h)
e interval méfeni: zaloZeni testu, po 24, 48, 72 hodinach expozice
e teplota23°C
e osvétleni 2080 Ix (pouZziti klasické halogenové zafivky a zafivky Aqua Glo fialova,
40W)

Postup

e 1) bylo nachystano spravné naredéné inokulum fas v 50% ZBB médiu

e 2)inokulum fas bylo napipetovano po 125 uL do kazdé testované jamky

e 3) podle pipetovaciho schématu byla kazda jamka doplnéna vzorkem zfedénym
v 50% médiu v objemu 125 pL

e 4) destitka fas byla méfena pfi absorbanci 680 nm v den zalozZeni experimentu, 24 h,
48 h a 72 h po zalozZeni

e 5) naméfrené hodnoty byly vyhodnoceny v programech MS Excel a GraphPad Prism 5



Vysledky

Vygenerovana hodnota EC20 pro diuron byla 97,9 ug/L, EC50 180 pg/L. Pro dichroman
draselny byla hodnota EC20 274 ug/L a EC50 181 ug/L, coz nedava smysl, divod této
chyby je zatim pfedmétem badani. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 1, grafické zobrazeni
znazornuji Graf 1 a 2 a Obrazky 1 a 2.

Tabulka 1: Vysledné hodnoty pro inhibici ristové rychlosti po 24 h, 48 ha 72 h

Diuron [ug/L]
GRI ¢ 247 740 222 66,6 200 125 250 500 1000
logc 0,393 0869 1,35 1,82 2,30 2,10 240 2,70 3,00
24h AVG 0,00 169 252 61,6 84,9 91,5 67,4 229 90,9
SD 0,381 514 7,90 7,06 1,52 8,63 396 450 12,8
48h AVG 0,00 6,84 183 425 83,0 83,5 56,8 31,9 46,7
SD 441 576 433 147 4,89 5,04 392 000 5,58
72h AVG -33,3 -27,6 -153 140 57,4 76,9 29,0 323 -6,19
SD 272 360 379 0969 3,91 1,01 4,07 NA 2,79
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Graf 1: Inhibice rastové rychlosti pro diuron po 24 h, 48 ha 72 h
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Graf 2: Inhibice rustové rychlosti pro dichroman draselny po 24 h, 48 ha 72 h



Inhibice rustové rychlosti diuronu po 72h

E 1001

- -+~ Legend
@

3 - Legend
S 50- -+ Legend
-

‘o

3

ko

..“E!l 0 T T 1 I !

° 05 10 g15 20 25

o !

2 goncerfirace diuronu [ug/L]

£ _50-

Obréazek 1: Inhibice ristové rychlosti diuronu po 72h

Inhibice rustové rychlosti dichromanu draselného po 72h
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Obrazek 2: Inhibice rdstové rychlosti dichromanu draselného po 72h

Diskuze a zavér
Negativni/solvent kontrola vychazela v nepfedpokladanych hodnotach, dalSi poditani s ni
nebylo mozné. Proto byla inhibici po&itana vici nejnizsi koncentraci diuonu, coz zkresluje
oCekavatelné vysledky. Zajimavé je, ze EC20 u dichromanu draselného vychazi vyssi nez
EC50. Pravdépodobné se jedna o chybné zvoleny graf v GraphPadu nebo v pribéhu méfeni
vznikla jina chyba.

Zkouska se povazuje za platnou, pokud se EC50 zpusobena referenénim roztokem
(dichroman draselny — pozitivni kontrola) pohybuje v rozmezi 0.8-1.2 mg/L. Naméfena
hodnota EC50 byla 0,181 mg/L, zkouska se proto nem(ize prohlasit za platnou.
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