Cviceni z Fyziologie rostlin pro pokrocilé
Uvod do studia vlivu toxickych latek na rostliny

Praktikum 1 — Vliv |éCiv na rdst Lemna minor.

Praktikum 2 — VyuzZiti BY-2 k posouzeni fytotoxicity 1é€iv

Anotace: Cilem obou Uloh je posouzeni vlivu nesteroidniho protizanétlivého Iéciva (diklofenak (DCF),
naproxen (NPX)) pfi zvySujicim se stupni zatiZzeni prostfedi na rdst rostlin jak na urovni celého
organismu (Lemna minor), tak i na drovni bunky (suspenze Nicotiana tabacum BY-2). L. minor je
vyuzivana v oficidlnich testech fytotoxicity (OECD, US EPA). Koncentracni fada léciv simuluje bézné az
vyssi zatiZzeni prostiedi.

Praktikum 1 - Vliv lé¢iv na rtist Lemna minor.
Provedeni:

1) Ptiprava Steinbergova kultivacniho média (SM) pro L. minor: vypocet potfebného objemu média
(2 L), priprava ze zasobnich roztok(, Uprava pH.

2) Priprava roztokd léciv: vypocet navdziky, pfiprava zasobniho roztoku, fedéni vSM médiu na
aplikované koncentrace (0, 0,01, 0,1, 1 a 10 mg/L).

e  Zasobni roztok: navazit 10 mg léciva, rozpustit v 2 mL acetonu, pridat 5 mL dest. H,0, doplnit do
100 mL SM médiem

e Konc. 10 mg/L: odpipetovat 10 mL do 100 mL bariky, doplnit SM médiem

e Konc. 1 mg/L: zroztoku 10 mg/L odpipetovat 10 mL do 100 mL bariky, doplnit SM médiem

e Konc. 0.1 mg/L : z roztoku 1 mg/L odpipetovat 10 mL do 100 mL bariky, doplnit SM médiem

e Konc. 0.01 mg/L : z roztoku 0.1 mg/L odpipetovat 10 mL do 100 mL barky, doplnit SM médiem

e Konc. 0 mg/L : kontrola, pouze SM médium

3) Priprava kultivacnich desticek: popis, napipetovani (10 mL/jamka) ptislusnych roztok
4) Umisténi rostlin: 6 listk( do kazdé jamky (1 rostlina = 1 listek)
5) Kultivace: 7 dni pFi teploté 23+2°C, fotoperiodé 14/10, ozafenosti 200 umol/m?2.s

6) Vyhodnoceni: fotodokumentace pro vypocet listové plochy, stanoveni poctu rostlin, stanoveni
Cerstvé hmotnosti a susiny, doplnéni hodnot do vysledkové tabulky.

7) Vypracovani protokolu: Primérné hodnoty ze vSech sledovanych parametrd budou prezentovany
v protokolu v tabulkach a grafech. Bude formulovan Zavér.
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Praktikum 2 — VyuZiti BY-2 k posouzeni fytotoxicity léCiv

Zvolenym modelovym organismem je tabakova bunécna suspenze BY-2, iniciovand z kalusu zaloZzeného
na tabaku Nicotiana tabacum L. cv. ,Bright Yellow 2“. Diky svym charakteristickym vlastnostem, jako
je napt. tvorba dlouhych vicebunéénych fetizk(, mimoradné vysoka rychlost rdstu, viabilita a vysoka
homogenita bunék, se stala velmi populdrnim modelem pro studium bunécéné biologie a biochemie na
vyssich rostlinach. VyuZiva se napf. pro studium PCD, studium biosyntetickych drah rliznych latek,
produkce sekundarnich metabolitl, signalizace v rostlinnych burikach, regulace bunécéného cyklu a
projevl genové exprese.

Zakladnimi parametry, kterymi lze hodnotit vliv stresového faktoru na bunécnou suspenzi jsou
stanoveni jeji viability (Zivotaschopnosti) vyjadiené pomérem Zivych a mrtvych bunék, a sledovani
zmén hustoty suspenze (celkovy pocet bunék). Test viability Ize vyuzit i pti kontrole Zivotaschopnosti
bunék béhem kultivace. Princip je zaloZen na intaktnosti a selektivni propustnosti cytoplazmatické
membrany zZivych bunék. K barveni se pouzivaji netoxicka barviva.

A. Provedeni testu viability

1) Pfiprava roztok( léciva DCF: vypocet navazky pro koncentraty, fredéni na aplikované koncentrace (O,
0,001, 0,01, 0,1 a 1 mg/L).

e Zasobni roztok: navazit 5 mg |éciva, rozpustit v 2 mL acetonu, doplnit dest. H,O do 100 mL
e Konc. 1 mg/L: odpipetovat 10 mL ze zasobniho roztoku do zkumavky
e Konc. 0.1 mg/L:z roztoku 1 mg/L odpipetovat 1 mL do zkumavky, doplnit doplnit dest. H,O do 10

mL

e Konc. 0.01 mg/L: z roztoku 0.1 mg/L odpipetovat 1 mL do zkumavky, doplnit doplnit dest. H,O do
10 mL

e Konc. 0.001 mg/L : z roztoku 0.01 mg/L odpipetovat 1 mL do zkumavky, doplnit doplnit dest. H,0
do 10 mL

e Konc. 0 mg/L : kontrola, pouze 10 mL dest. H,0
e VSechny vysledné roztoky sterilné zfiltrovat pres strikackové filtry !!!

2) Predkultivace suspenze BY-2: priprava banék s Cerstvou suspenzi (22 ml média + 2.5 ml suspenze),
kultivace po dobu 4 dn( pfi 27°C ve tmé.

3) Expozice suspenze: pridani pfislusné koncentrace Iéciva DCF (0,5 ml), inkubace po dobu 1 hod.

4) Priprava suspenze k pozorovani: odbér suspenze (5 ml), naredéni suspenze (5-10x)
kultivaénim médiem.

5) Barveni suspenze: odebrat 50 pL suspenze do mikrozkumavky, pfida se 10 pL roztoku propidium
jodidu (PI), 3 L roztoku fluorescein diacetatu (FDA), promicha se a 3 minuty se inkubuje.

6) Pozorovani: Pasteurovou pipetou se odebere kapka suspenze na podlozni sklo pocitaci kom(rky. Po
prikryti krycim sklem se ve fluorescenénim mikroskopu pozoruje pomér Zivych (zelenych) a mrtvych
(Cervenych) bunék v zorném poli (filtr FITC). Vyfoti se zorna pole a nasledné se na fotografiich zjistuji
pocty Zivych (zelenych) a mrtvych (Cervenych) bunék v mfizce. Pocita se pouze kazda druhd mfizka
(pocitaci rdmec!!).

7) Vyhodnoceni: z dat se vypocita pomér Zivych a mrtvych bunék. Ziskané vysledky prezentujte formou
grafu.
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B. Stanoveni hustoty suspenze

1) Priprava roztok( léc¢iva DCF: vypocet koncentrace pro koncentraty, fedéni na aplikované
koncentrace (0, 0,001, 0,01, 0,1 a 1 mg/L), viz vyse.

2) ZaloZeni experimentu: napipetovani 22 ml média + 2.5 ml suspenze + 0.5 ml pfislusného koncentratu
|éCiva.

3) Kultivace suspenze: 4 dny na tfepacce pfi 27°C ve tmé.

4) Ptiprava suspenze k pozorovani: odbér suspenze (5 ml), nafedéni médiem (2 az 10x).

5) Pozorovani: Pasteurovou pipetou se odebere kapka suspenze na podloZni sklo pocitaci komurky,
pfikryje krycim sklem a pozoruje pod svételnym mikroskopem. Vyfoti se zorna pole a nasledné se na
fotografiich zjistuji po¢ty bunék. Pocita se pouze kazda druha mrizka (pocitaci ramec!!).

6) Vyhodnoceni: prepocet poctu bunék s ohledem na fedéni na pocet bunék v 1 ml suspenze, vysledky
prezentovat formou grafu.

Zavér: Ze ziskanych vysledk(i porovnejte odezvu rostlinnych organism0 na urovni celych rostlin a
bunék.



