Jméno a pfijmeni: Markéta Pr(iSova

Studijni program, semestr: Zivotni prostiedi a zdravi, semestr 1

Nazev predmétu: Experimentalni a aplikovana toxikologie a ekotoxikologie

Nazev ulohy: Test inhibice rlistu zelené fasy Raphidocelis subcapitata
Princip:

Testovanym organismem je zelena fasa Raphidocelis subcapitata, ktera je po dobu 72 hodin
vystavena koncentracni fadé diuronu. Diuron je neselektivni herbicid ze skupiny
fenylmocovinovych pesticidd. Jedna se o jeden z nejvice aplikovanych herbicidd vlbec.
PouZiva se také jako algicid v akvariich Ci jezirkach. Pozitivni kontrolou je dichroman draselny
ve 4 koncentracich.

Cilem ulohy bylo stanoveni zmény absorbance jednotlivych jamek v ¢ase a nasledné zjiSténi
inhibice rlstové rychlosti a inhibice vytézku.

Postup:

1. Byla pripravena koncentracni rfada pro diuron (1,4 — 3,7 — 11,1 — 33,3 — 100 pg/l) a
pozitivni kontrolu (dichroman)

2. Bylo pfipraveno spravné nafedéné inokulum fas v 50% ZBB médiu

Do kazdé jamky bylo napipetovano 125 ul fasového inokula

4. Zbylych 125 pl bylo doplnéno do kazdé jamky dle pipetovaciho schématu (negativni
kontrola, rozpoustédlova kontrola, pozitivni kontrola (4 koncentrace, 5 opakovani),
jednotlivé koncentrace testované latky — diuronu)

5. Jamky byly fadné promichany a byla mérena absorbance pfi vinové délce 680 nm

6. Desticka byla pfikryta vickem a exponovdana v inkubacni mistnosti s fizenym svétlem

7. Po 24 hodinach byly vSechny jamky rfadné promichany a byla znova zméfena
absorbance pfi vinové délce 680 nm a nasledné byly desti¢ky vraceny do inkubaéni
mistnosti

8. Tento postup byl zopakovan po 48 a 72 hodinach

9. Byla provedena analyza zmény absorbance v ¢ase u jednotlivych jamek

w

Vypocty:
Rovnice 1: Vypocet rlastové rychlosti

_ In ODyonec — In ODgtqrt
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tkonec — Ustart
i primeérna specificka ristova rychlost v ¢ase 0-x (dny);
tstart Casovy zacatek expozice (0 den);
tkonec Casovy interval méreni (x-ty den);
ODstart absorbance (po odecteni blanku) v ¢ase 0 (dny);

ODkonec absorbance (po odecteni blanku) v ¢ase x (dny);



Rovnice 2: Vypocet inhibice ristu

ol = X1, 100
(294
Uk pramér specifické ristové rychlosti kontroly
Uy pramér specifické ristové rychlosti jednotlivych
variant koncentraci toxikantu
%l procento inhibice rGstu oproti negativni/rozpoustédlové
kontrole v dané koncentracni varianté
Vysledky a vyhodnoceni:

U testované latky (diuronu) doslo k nejvétsi inhibici ristu v pripadé koncentrace 100 ug/L.
Druhd nejvétsi inhibice pak pfipada na koncentraci 33,3 ug/L, treti je koncentrace 11,1. U
koncentrace 3,7 ug/L a 1,4 ug/L byl dokonce pozorovan pfirlstek fasy (viz Tabulka 1).

V pfipadé pozitivni kontroly (dichromanu) byla nejvyssi inhibice ristu v pfipadé koncentrace
5 ug/L, druhd nejvétsi inhibice byla v pripadé 10 ug/L, nasledovaly koncentrace 2,5 ug/La 1,25
ug/L.

U negativni kontroly pak doslo k vétsi inhibici neZ u koncentrace diuronu 1,4 ug/L, 3,7 ug/L a
11,1 ug/L. JelikoZz se vysledky vztahuji k primérnym hodnotam a u krajnich jamek doslo
naopak k rlstu rasy, domnivdm se, Ze inhibice rlstu v prostfednich destickach negativni
kontroly byla zplsobena zamlzenim 96jamkové desticky ve stredni Casti vicka desticky.
Nedostatek svétla v inkubacni mistnosti mohl mit zasadni vliv na rist fasy.

Tabulka 1: Inhibice rlstu rasy Raphidocelis subcapitata po 72 h expozici diuronem

 [ug/L] Diuron Pozitivni kontrola - dichroman T(ziat::;’l:i
1,4 37 | 11,1 | 333 | 100 10 5 25 | 1,25 0

inhibice | 3334 | 2544 | -11,85 100,00 | 22,44 | -1,98
ristu | -30,97 | -22,60 | -0,82 133,77 | 40,05 | 7,89
F;iy 32,04 | -23,35 | 2,51 87,31 | 2858 | 9,91
72h | -18,88 | -29,51 | 15,81 9531 | 23,40 | 5,9
[%] | 1846 | 3506 | 9,85 77,69 | 37,89 | 4,72
Pramér | -26,74 | -27,19 | 3,10 | 66,06 | 107,14 | 82,93 | 98,82 | 30,47 | 5,30

Hodnoty EC50 a EC20 jsou uvedeny v Tabulce €. 2 nize.

Tabulka 2: Vybrana data davka-ucinek

Ucinek Davka diuronu [ug/L]
EC50 29,02
EC20 21,86




Graf €. 1 zobrazuje procentualni inhibici rdstu rasy jednotlivych koncentraci diuronu po 24, 48

a 72 hodinach.
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Graf 1: Inhibice rlstu fasy po 24, 48 a 72 h expozici diuronem

Pro lepsi porovnani s pozitivni kontrolou (dichromanem draselnym) byl vytvoren graf €. 2,
ktery zobrazuje procentualni inhibici rlistu fasy koncentracni fady dichromanu v ¢ase 24, 48 a

72 hod.
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Graf 2: Inhibice rlistu fasy po 24, 48 a 72 h expozici dichromanem draselnym.

V grafu ¢. 3 je taktéZ znazornéna inhibice rlstu rasy Raphidocelis subcapitata, nicméné
tentokrat ze softwaru GraphPad PRISM.
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Graf 3: Zavislost inhibice rlstu rfasy na koncentraci diuronu

Zavér:

K inhibici 50 % jedincl doslo pfi koncentraci diuronu 29,02 ug/L. V porovnani s dfivéjsim
domacim ukolem, kde jsem mi z databaze Ecotox vysel primér EC50 = 49,13 ug/L jsou hodnoty
nizsi, nicméné nelisi se pfilis. Hodnoty EC jsou v mém experimentu nizsi, a to pravdépodobné
jelikoz vicko na 96jamkové desticce bylo znacné zamlZené a fasam se s omezenym svétlem
nedafilo tolik rst. Nyni to tedy vypad3, Ze je testovana latka diuron toxicté;jsi, nez doopravdy
je.



