TEST S CIBULI (ALLIUM)

Jak chemikalie ovliviuji rust kofenu cibule
a pripadné i jeji DNA.

KONTEXT

Allium test je biologicka metoda, ktera se pouziva ke zjistovani, zda jsou chemické
|atky v zivotnim prostredi skodlivé. Zatimco chemické rozbory ukazuji, kolik znecis-
tujicich latek se v prostredi nachazi, biologické testy sleduji, jak tyto latky pusobi
na zivé organismy. Diky Allium testu muzZzeme poznat, zda latky poskozuji bunky
(cytotoxicita) nebo jejich genetickou informaci - DNA (genotoxicita), coz muze
vést | k dalSimu poskozeni bunék.

Cibule (latinsky Allium cepa L.) muze slouzit jako bioindikator, tedy Zivy organis-
mus, ktery pomaha zjistit stav zivotniho prostredi. Podle reakci cibule |ze poznat
napfiklad miru znecisténi nebo skodlivost riznych latek. Tento zpUsob zkoumani
se proto nazyva Alliovy test neboli Allium test.

Pockej, my na tenhle test pouzZivame cibuliD

/A

Nebude to pak v laboratori
smrdét jako v kuchyni?

CJO, ale je to pro védu!

o/~

A navic uvidime, jak tyhle chemikdliﬁ
zasahuji do DNA cibule.

To je prece super, ne?

Test s cibuli je rychla a levna metoda, kterda dokaze odhalit i velmi nizkou koncen-
traci chemickych latek. Pouziva se k hodnoceni toho, zda latky poskozuji bunky
(cytotoxicita) nebo genetickou informaci v nich (genotoxicita). Je neinvazivni, ¢asto
se vyuziva pri sledovani stavu zivotniho prostredi a umoznuje dobre pozorovat chro-
mozomy Vv bunkach cibule.

Test funguje tak, Ze cibulové hlizy jsou vystaveny ruznym koncentracim chemic-
kého roztoku. Kofeny cibuli jsou poté sledovany z hlediska rustu po stanovenou
dobu, obvykle 72-96 hodin (3—-4 dny). Cytotoxicita se urcuje mérenim délky korfenu
— kratsi koreny ukazuji na vyssi toxicitu. Genotoxicita se navic hodnoti pod mikrosko-
pem zkoumanim chromozomalnich abnormalit béhem bunééného déleni (mitdzy)
v obarvenych bunkach korenovych spicek.
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V tomto experimentu budou studenti zkoumat skodlivé uc¢inky chemickych latek
v prostfedi na rdst a déleni bunék cibule a ziskaji tak cenné informace pro hodno-
ceni rizik pro zZivotni prostredi.

TakzZe jsme viastné cibulovi detektivové,
kteri hledaji stopy v jejich bunkach?

Presne tak! A ¢im kratsi koreny, tim
toxictéjsi je dana chemicka Iatka.

/L

Eeto jako zahada, kterou musime vaeD

CIiL EXPERIMENTU

Cilem je posoudit cytotoxické a genotoxické ucinky chemické latky
(napr. kosmetické slozky) na cibuli (Allium cepa) prostrednictvim sle-
dovani rustu kofenu a chromozomalnich zmén v bunkach kofenovych
Spicek.

VZDELAVACI CILE

Na konci tohoto experimentu budou studenti schopni:

Obecné vzdelavaci cile

© Pochopit vyznam environmentalni toxikologie.
© RozlisSovat mezi cytotoxicitou a genotoxicitou.
© Zlepsit laboratorni dovednosti a techniky.

© Rozvijet schopnosti védeckého badani a kritického mysleni.

Specifické vzdélavaci cile

©@ Porozumét postupu Alliového testu a jeho vyznamu pfi hodnoceni cytotoxi-
city a genotoxicity.

© ME¥it délku kofenl pro stanoveni cytotoxicity a identifikovat chromozomalni
abnormality pro posouzeni genotoxicity.

©@ Vyhodnotit vliv testovanych chemickych latek na rdst rostlin a geneticky
material.
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©@ Pochopit, jak testované environmentalni toxiny ovliviuji rist rostlin
a integritu chromozomu.

@ Aplikovat ziskané poznatky pri hodnoceni environmentalnich rizik.

Takze viastné davame cibulim
kosmetickou péci?

Jo, ale misto toho, aby vypadaly

0 7

CAS

Test cytotoxicity:

Cast I: 90 minut
Cast Il (po 96 h/4 dnech): 90 minut

Test genotoxicity:

Cast Il (po dalsich 24 h/1 dni): 90 minut

Je mozné provést pouze test cytotoxicity — prvni a druhou ¢ast experimentu;
zejména v pripadé méné vybavenych laboratofi nebo pokud studenti nepochazeji
primo z prirodovédného ¢i technického oboru.

V opacném pripadé doporucujeme provést také treti ¢ast — test genotoxicity.
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POTREBNE MATERIALY

Vybaveni:

15 sklenénych zkumavek bez vicka (konecny pocet prizpUsobte
poctu vzorkU a testovanych koncentraci)

6 stojanku na zkumavky (vhodnych alespon pro 5 zkumavek)

Plastové Pasteurovy pipety (kapatka)

Automatické pipety s odpovidajicimi Spickami

Kadinky (100, 250 a 500 ml)

Odmeérné banky (100 ml)

Pinzeta

15 cibuli (nebo vice)

Milimetrové pravitko

Podlozni mikroskopicka skla

Kryci sklicka

Topna deska

Svételny mikroskop se zvétsenim 400x (nebo alespon 100x)

Chemikalie:

Testovana chemicka latka / kosmeticky pfipravek (PRIKLAD: 30 % peroxid
vodiku nebo Sampon)

Voda z vodovodu (negativni kontrola)

1% roztok 0,1 M HCI nebo ocet (pozitivni kontrola)

Orcein-octové barvivo

1% roztok HCI

Fixaéni roztok (etanol a kyselina octova v poméru 3:1)
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BEZPECNOSTNI OPATRENI

Pred provedenim tohoto experimentu se ujistéte, Ze jste si precetli
a porozuméli ¢asti Obecna bezpecnostni opatreni v této prirucce.

© @

Dale vénujte pozornost nasledujicim specifickym bezpecnostnim
opatrenim:

/A\ Opatrnost pfi zahrivani: Pri zahrivani latek dbejte zvySené opatrnosti, abyste
predesli popalenindam. Pouzivejte vhodné nastroje a zdroje tepla.

/A\ Opatrnost pri praci s barvivy: S barvivy pracujte v digestofri, protoze maji
silny zapach. Barviva jsou intenzivni, proto vzdy pouzivejte nitrilové rukavice
a ochranny laboratorni plast.

Bezpecnost predevsim! Nechceme
Zdadnd zranéni zpusobena cibuli.

Jo, radéji budu brecet kvuli
cibuli neZ kvuli nehodeé.
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POSTUP

Ujistéte se, Ze je vase pracovni plocha Cista a bez rusivych vlivu. Pfipravte si vSsechny
potfebné pomucky. Obléknéte si ochranné prostredky.

Koncentrace: Pripravte 3 ruzné koncentrace (ci1—cz) nebo fedéni (R1—Rz)
testované chemické latky. MUzete také zvolit kosmeticky pfipravek. Kazdou
koncentraci testujte ve 3 opakovanich (A, B a C).

TESTOVANA CHEMICKA LATKA / KOSMETICKY PRIPRAVEK:

PIKTOGRAMY:

Objem: Kazdy testovaci roztok by mél mit objem 100 ml.

Pokud pouzivate konkrétni chemickou latku:
Vypocitejte mnozstvi zasobniho roztoku (Ro) a vody z vodovodu potrebné
pro kazdy testovaci roztok (R1—R>).

REDENI ch'(e%’,fi'étfgffy/ Obj %?k‘;,h(fn",')i cke Obj ?,rr',’ , )HZO
produktu
Ro (zégloekjre\?réorgok) Co / /
R) 10x C1
R 100x C2
R- 1000x Cs

Pokud pouzivate kosmeticky pripravek:
Odhadnéte priblizna redéni na zakladé objemovych procent.

REDENI chﬁ%viccigtfgffy/ Obj em(,‘:,r,j’d”ktu OobJ ey )HZO
produktu
R: 25% C1
R, 10 % C-
R- 1% Cz
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Kontrolni vzorky: Pouzijte vodu z vodovodu (Cneg) jako negativni kontrolu a 1%

roztok 0,1 M HCI nebo ocet jako pozitivhi kontrolu (Cpos).

Pozitivni a negativni kontroly jsou nezbytné pro ovéreni platnosti vysledku. Pozitivni
kontrola vykazuje oCekavany ucinek a potvrzuje, ze experiment funguje, zatimco
negativni kontrola nevykazuje zadny ucinek a zajistuje, Zze pozorované zmeny jsou
zpusobeny testovanym osetfenim.

Zkumavky: Pripravte sklenéné zkumavky bez zavitu a bez uzaveéra.

Zkumavky vhodné oznacte (napr. C1 A) a umistéte je do plastovych stojanku. Vsechny
tri repliky kazdé testované koncentrace by mély byt umistény ve viastnim stojanku.
Stojanky rovnéz oznacte, aby nedoslo k zaméné vzorka.

Oznacovdni vseho? To je jak
organizovat védeckou pdarty!

A nechceme zadné nezvané
hosty, takZe peclivé oznacuj!

Cibule (Allium cepa L.): Vyberte cibule (3 testované koncentrace ve 3 opakovanich
+ 2 kontroly — celkem 15 cibuli) podobné velikosti tak, aby dobre pasovaly na horni
cast zkumavek a minimalizovalo se odparovani kapaliny.

Opatrné odriznéte minimalni vrstvu (max. 2 mm) zaschlé korenové baze, aby se
odkryla korenova tkan a mohla byt vystavena testovanému roztoku. Dbejte na to,
aby baze cibule zustala neporusena.

Cast I:

1. Pomoci kapatka opatrné naplnte zkumavky pripravenymi roztoky az po okraj.

2. Jemné umistéte cibule na horni ¢ast zkumavek tak, aby byly ponoreny do tes-
tovaného roztoku.

3. Denné doplhujte odpareny nebo spotrebovany roztok kapatkem, u kontrolnich
vzorku vodou.

4. Stojany se zkumavkami umistéte na dobre osvétlené misto, napr. na labora-
torni stul u okna.

5. Po 4 dnech zmé&rfte délky kofenu (Cast I1) a *pfipravte mikroskopické preparaty
pro cytogenetickou analyzu (Cast Il).
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Cast Il: CYTOTOXICITA:

6. Vyjméte cibule ze zkumavek a zmérte délky péti nejdelsich kofenu pomoci
milimetrového pravitka.

*Cast Il1l: GENOTOXICITA:

7. Z kazdé koncentrace odstfihnéte spicky (0,5 cm) tfi nejdelsich kofenu.
8. FIXACE:

e Ponorte korenové spicky do fixacniho roztoku
(ethanol-kyselina octova, 3:1).

o Ulozte je do mrazaku priblizné na 24 hodin.

Fixace zachovava bunky a udrzuje jejich podobu jako u Zivych organismu.

9. BARVENI:

e Pripravte barvivo orcein (jeden roztok pro kazdou skupinu).
* Pripravte vodni lazen na 60 °C.
e Do kadinky nalijte 1% HCI a zahrejte ji ve vodni 1azni.

* Vyjméte korenovou spicku z fixacniho roztoku a ponorte ji na 5 minut do
zahraté HCI.

e Po 5 minutdch korenovou spicku oplachnéte destilovanou vodou.
e Umistéte korenovou Spicku na podlozni sklicko a pridejte barvivo orcein.

o Prikryjte vzorek krycim sklickem a rozmackejte korenovou Spicku, aby
vznikl natér (mikroskopicky preparat).

CYTOTOXICITA

Po 96 hodinach (4 dnech) zaznamenejte namérené hodnoty do tabulky a vypoci-
tejte prumérnou délku korenu.

Méreni korenu? Nevédél jsem,
Ze cibule maji soutéze krasy.

No jisté, nejdelsi koreny vyhravaji

O
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Méreni délky kofenu

Koncentrace Cheg Cpos Ci C: Cs

Opakovani A B A B A B A B A B

Korfen 1 (mm)

Koren 2 (mm)

Koren 3 (mm)

Kofen 4 (mm)

Koren 5 (mm)

Prumérna délka
kofenu (mm)

*GENOTOXICITA

Prace s mikroskopem: Pomoci svételného mikroskopu pozorujte déleni bunék
a jejich chromozomy. Vyhledejte alespon 100 bunék v metafazi a zhodnotte stav
jejich chromozomu. Zapiste procento vsech bunék v metafazi a také procento bunék
s poskozenymi chromozomy.

1. Spocitejte a zaznamenejte celkovy pocet bunék pozorovanych v kazdém vzorku
(alespon 100, optimalné 1000). (Studenti mohou své vysledky sloucit, aby dosahli
co nejvyssiho poctu spocitanych bunék.)

2. Spocitejte a zaznamenejte pocCet bunék prochazejicich mitdzou.

3. Spocitejte a zazhamenejte pocet bunék v metafazi.

Pocitani bunék? To je jako hledani
pokladu pod mikroskopem!

A tim pokladem je pochopeni toho,
jak chemické latky ovlivnuji nase
Zivotni prostredi!

Vypocet indexu

Mitoticky index: PocCet bunék v mitéze Metafazovy index: PocCet bunék
na 1 000 pozorovanych bunék. v metafazi na1 000 bunék v mitdze.
pocet bunék v mitéze pocet bunék v metafazi

. —— x 100 » - — x 100
celkovy pocet bunék pocet bunék v mitdze
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Test cytotoxicity Test genotoxicity

1. Prophase 2. Metaphase 3. Anaphase 4. Telophase

Faze bunécného déleni: (Interfaze — bunka roste a kopiruje svou DNA; 1. Profaze -
chromozomy se zhustuji a stavaji se viditelnymi; 2. Metafaze - chromozomy se seradi
uprostred bunky; 3. Anafaze — chromatidy jsou od sebe oddélovany; 4. Telofaze -
vznikaji dvé nova bunécéna jadra; Cytokineze — bunka se rozdéli na dvé dceriné bunky)

10
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VYSLEDKY

CYTOTOXICITA

Prumérna délka kofenu: vypocitejte prumeérnou délku korenu
ze vsech opakovani.

Koncentrace

Priamérna délka korene (mm)

Cneg

Cpos

C,

C>

Cs

Pomoci prumeérnych délek namérenych korenu vytvorte graf, ktery znazorni vztah

mezi délkou korene a koncentraci testované chemické latky.

Komentare:

11
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*GENOTOXICITA

Tabulka pro prezentaci dat - mitoticky a metafazovy index

Vzorek (Eelkovyv g 3 Sg;t( 5 3 ng Mitoticky Metafdzovy
pocetbunek \ mitéze v metafdzi =~ 'N9eX (%) Index (%)
Cheg
Chpos
C,
C>
Cs

12
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MOJE POZNAMKY

13
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ODPOVEZ NA KLICOVE OTAZKY

Odpoveézte na otazky Ustné nebo pisemné. Béhem prace klademe duraz
na spolupraci a kritické mysleni! ®

1.

2.

3.

4.,

S.

10.

11.

12.

Co je ekotoxikologie a proc je dulezita ve vztahu ke kosmetice, kterou denné
pouzivame?

Jak mohou chemické latky v Zivotnim prostredi ovliviovat rostliny a zivocichy?
Jaké jsou nejCastéjsi zdroje znecisténi zivotniho prostredi?
Jak kosmetika a jeji chemické slozky ovlivhuji Zzivotni prostredi?

Mohou chemické latky v kosmetice ovlivnit také lidské zdravi? Pokud ano,
jakym zpusobem?

Jaké rozdily jste pozorovali v délce kofenu mezi kontrolni skupinou a osetfenymi
skupinami?

Myslite si, Ze by doba pusobeni latky mohla ovlivnit rdst kofenu v Allium testu?
Proc?

Proc je pfi provadéni Allium testu dulezité pouzivat kontrolni skupinu?
Dokazete vyjmenovat a popsat vSechny faze mitézy?

Jaké poruchy bunééného déleni jste pozorovali pod mikroskopem u oSetrenych
vzorka?

Jak muUzZe pozorovani bunécného déleni pomoci urcit genotoxické ucinky
chemické latky?

Jaké zavéry o genotoxicité testované latky muzete vyvodit na zakladé svych
pozorovani?

Opravdu tohle musime védét?)

/A

Nestacilo by se zeptat
rostlin a zvirat?

Kéz by umély mluvit! Ale kdyz
nemohou, je to na nads.

14
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Zamyslete se kriticky:
13. Co podle vas znamena pojem ,,chemicky koktejl* v kosmetice?

14. Proc je dulezité zohlednit spolec¢né pusobeni vice chemickych latek vjednom
vyrobku?

15. Jaka rizika podle vas muUze prinaset pouzivani produktu, které obsahuji smés
riznych chemickych latek?

Chemicky koktejl? To nezni jako
party, na kterou bych chtéla jit.

Presné tak - michani chemikalii
muZe byt recept na problém.

15
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PRO PEDAGOGY: DOPLNUIJICI
AKTIVITY A UPRAVY EXPERIMENTU

Dalsi aktivity/rozsifeni (volitelné):

Navrhnéte novy experiment tim, Zze zmeénite jednu proménnou — napfiklad pridejte
jinou chemickou latku nebo smés latek. Sledujte déleni bunék v rdznych ¢asovych
intervalech (napf. po 24, 48, 72 a 96 hodinach expozice).

Uprava experimentu pro stiedni skoly:
Zjednoduseny postup:

© Zamérte se na méreni délky kofenu: misto slozité cytogenetické analyzy
nechejte studenty mérit a porovnavat délku kofenu cibule pfi rdznych
koncentracich domaci nebo kosmetické latky.

© Pouzijte méné koncentraci: napf. jen tfi vzorky - kontrola, nizka a vysoka
koncentrace, aby byla data jednodussi k zaznamenani a analyze.

@ Vizualni pozorovani: povzbuzujte studenty, aby pozorovali a popisovali
viditelné zmény v rustu kofenu a jejich morfologii.

Priklad:

© Cil: Zméfit vliv domaci chemikalie (napf. ocet) nebo kosmetického produktu
(napf. Sampon) na rust korfenu cibule.

@ Postup: Pouzijte tfi koncentrace (0%, 10%, 50% roztoku octa/Samponu)
a mérte délku kofenu po 96 hodinach.

@ Sbér dat: Zaznamenejte délku kofenu a porovnejte primérné hodnoty
mezi jednotlivymi koncentracemi.

Uprava experimentu pro zakladni skoly:
Zjednoduseny postup:

© Zakladni pozorovani rustu kofenl: zamérte se na méreni délky kofenu
bez pouziti chemickych latek.

© Pouzijte bezpecné materidly: napf. voda, slana voda, sladka voda, nebo
zredéné pripravky jako mydlo, télové mléko ¢i kondicionér.

© Praktické aktivity: zahrrite kresleni a oznacovani ¢asti cibule a kofen0.

16
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Priklad:

©) Cil: Pozorovat, jak rzné typy vody ovliviiuji rst kofenl cibule.

© Postup: PouZzijte tfi druhy vody (kohoutkova, zfedéné mydlo, zfedény
kondicionér) a mérte délku kofenu po 96 hodinach.

© Sbér dat: Zaznamenejte délku kofend, udélejte jednoduché porovnani
a hechte studenty kreslit své pozorovani.
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