ALLIUM TEST

Vplyv chemikalii z kozmetiky na rast
cibule a jej DNA

KONTEXT

Allium test je biologickd metdéda pouzivana na hodnotenie potencidlnej toxicity
chemickych latok v zivotnom prostredi. Kym chemické analyzy poskytuju kvanti-
tativne informacie o znecistujucich latkach, biologické testy odhaluju ich vplyv na
organizmy a poskytuju informacie o cytotoxicite a genotoxicite. Cytotoxicita ozna-
cuje schopnost latky poskodit alebo znicit bunky, zatial Co genotoxicita ovplyvnuje
geneticky material (DNA) a moze viest k cytotoxickym ucinkom.

Cibula, vedecky nazyvana Allium cepa L., mbze sluzit ako bioindikator — organizmus,
ktory pomaha hodnotit stav zivotného prostredia, jeho znecistenie alebo toxicitu
prostrednictvom meratelnych biologickych reakcii. Samotny test sa preto nazyva
Allium test.

Pockaj, na tento test pouzijeme cibulD

/A

Nebude potom laboratorium
zavanat ako kuchyna?

@o, ale robime to pre vedu!

4

L4 4

A navyse uvidime, ako tieto chemikdliﬁ

ovplyvnia DNA cibule.
Guper, nie?

Allium test je rychly, cenovo nenarocny, citlivy na nizke koncentracie chemickych
|atok a univerzalny pri hodnoteni cytotoxicity aj genotoxicity. Je neinvazivny, Siroko
pouzivany na mohnitorovanie zivotného prostredia a poskytuje jasné pozorovania
chromozdmov rastlin.

Test funguje tak, Ze sa cibule vystavia roznym koncentracidam chemického roztoku.
Potom sa pocas stanoveného obdobia (zvy¢ajne 72 - 96 hodin, t. j. 3 - 4 dni) sleduje
rast koreriov cibule. Cytotoxicita sa uréuje meranim dizky korerov — kratsie korene
indikuju vyssiu toxicitu. Genotoxicita sa hodnoti pod mikroskopom skumanim chro-
mozdédmovych abnormalit pocas delenia buniek (mitdzy) v sfarbenych bunkach kore-
novych spiciek.
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V nasledujucom experimente studenti spoznaju skodlivé ucinky chemickych latok
v Zzivotnom prostredi na rast buniek a reprodukciu cibule, ¢im ziskaju cenné udaje
pre hodnotenie environmentalnych rizik.

TakzZe v podstate sme cibulovi detektivi,
ktori hladaju stopy v jej bunkach?

Presne tak! A ¢im kratsie su korene,
tym je chemikalia toxickejsia.

Wy

CJe to ako zahada, ktoru musime vyries'D

CIEL EXPERIMENTU

Hodnotit cytotoxické a genotoxické ucinky chemickej latky (napr. koz-
metickej zlozky) na cibulu (Allium cepa) pozorovanim rastu korenov
a chromozdmovych zmien v bunkach korenovych spiciek.

VZDELAVACIE CIELE

Na konci tohto experimentu budu studenti schopnit:

Vseobecnhé vzdelavacie ciele:

©@ Pochopit vyznam environmentalnej toxikoldégie.
© Naucit sa rozdiel medzi cytotoxicitou a genotoxicitou.
© Zlepsit laboratérne zruénosti a techniky.

©@ Rozvijat vedecké badanie a kritické myslenie.

Specifické vzdelavacie ciele

©@ Porozumiet postupu Allium testu a jeho vyznamu pri hodnoteni cytotoxicity
a genotoxicity.

© Meranim dizky korefov urgit cytotoxicitu a pozorovanim chromozdémovych
abnormalit hodnotit genotoxicitu.

© Hodnotit vplyv testovanych chemikalii na rast rastlin a geneticky material.

© Porozumiet tomu, ako mézu testované environmentalne toxiny ovplyvnit
rast rastlin a integritu chromozémov.

© Aplikovat ziskané poznatky pri posudzovani environmentalnych rizik.
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Takze v podstate robime cibuli
kozmeticku premenu?

Ano, ale namiesto toho, aby vyzerala
Uzasne, skontrolujeme, Ci prezije!

CAS

Cytotoxicky test:

Cast I: 90 minut
Cast Il (po 96 hodinach): 90 minut

Genotoxicky test:

*Cast Ill (po dalsich 24 hodinach): 90 minut

Je mozné vykonat len cytotoxicky test — prvud a druhu Cast experimentu; najma
Vv pripade menej vybavenych laboratdrii alebo ak studenti nepochadzaju priamo
z oblasti zameranej na vedu alebo technoldgiu. V opaénom pripade odporuc¢ame
vykonat aj tretiu ¢ast - genotoxicky test.
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POTREBNE MATERIALY

Vybavenie:

15 sklenenych skumaviek bez viecka (pocet skumaviek prispo-
sobte poctu vzoriek a testovanych koncentracii),

6 stojanov na skumavky (vhodnych pre min. 5 skumaviek),

plastové Pasteurove pipety (kvapkadla),

automatické pipety s hrotmi,

kadicky (100, 250 a 500 ml),

odmerné banky (100 ml),

pinzeta,

min. 15 cibul (Allium cepa L.),

pravitko,

sklicka pod mikroskop,

krycie sklicka,

varna platna,

svetelny mikroskop so zvacsenim 400x (alebo aspon 100x).

Chemikalie:

testovany chemicky alebo kozmeticky vyrobok (napr. 30 % peroxid
vodika alebo Ssampdn),

voda z vodovodu (negativna kontrola),

1% roztok 0,1 M HCI alebo ocot (pozitivha kontrola),

farbivo acetoorcein,

1% roztok HCI,

fixacny prostriedok (etanol a kyselina octova v pomere 3:1).
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BEZPECNOSTNE OPATRENIA

Pred vykonanim tohto experimentu si dokladne precitajte ¢ast
VSeobecné bezpecnostné opatrenia.

© @

Okrem toho dbajte na nasledujuce bezpecnostné opatrenia:

/A\ Budte opatrni pri zahrievani: Pri zahrievani |atok davajte pozor, aby ste sa
nepopalili. Pouzivajte vhodné nastroje a zdroje tepla.

/A\ Budte opatrni pri praci s farbivami: S farbivami pracujte v digestore, pretoze
maju silny zapach. Farbiace latky su silné, preto vzdy pouzivajte nitrilové
rukavice a ochranny laboratérny plast.

Bezpecnost na prvom mieste!
Nechceme Ziadne zranenia
suvisiace s cibulou.

Ano, radsej plaé spésobeny
cibulou nez drazom.
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POSTUP

Uistite sa, ze vasSe pracovisko je Cisté a bez rusivych vplyvov. Pripravte si vSetky
potrebné materidly. Oblecte si ochranné pomocky.

Koncentracie: Pripravte 3 rozne koncentracie (ci1—cz) alebo riedenia (R1—Rz) tes-
tovanej chemikalie. Mb&zete si vybrat aj kozmeticky vyrobok. Kazdu koncentraciu
otestujte v 3 opakovanych meraniach (A, B a C).

TESTOVANA CHEMIKALIA/TESTOVANY KOZMETICKY VYROBOK:

PIKTOGRAMY:

Objem: Kazdy testovaci roztok by mal mat konecny objem 100 ml.

Pri pouziti specifickej chemikalie:
Vypocitajte mnozstvo zasobného roztoku (Ro) a vody z vodovodu potrebnej
na kazdy testovaci roztok (R1—-R>).

eoene | o | O e | e
Ro Neriedeny (zasoba) Co / /
R, 10 Ci
R-> 100x Co
R: 1000% Cz

Pri pouziti kozmetického vyrobku:

Odhadnite priblizné riedenia na zaklade objemovych percent.

RIEDENIE cherlfwc;zgﬁg/tfgfggz Ktu Objem produktu (ml) Objem H>,O (ml)
R, 25% C3
R-> 10% C>
R- 1% Cz
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Kontrolné vzorky: Ako negativnu kontrolu (Cneg) pouzite vodu z vodovodu a ako
pozitivhu kontrolu (Cpos) 1% roztok 0,1 M HCI alebo ocot.

Pozitivhe a negativne kontroly su nevyhnutné na overenie vysledkov. Pozitivha kon-
trola vykazuje o¢akavany ucinok, ¢im potvrdzuje, Zze experiment funguje. Negativna
kontrola nevykazuje Ziadny ucinok, ¢im zabezpecuje, Ze vSetky pozorované zmeny
sU sposobené testovanou latkou.

Skumavky: Pripravte sklenené skumavky bez zavitov a uzaverov.

Skumavky vhodne oznacte (napr. cl A) a vlozte do plastovych stojanov. Vsetky tri
replikaty kazdej testovanej koncentracie by mali byt umiestnené v samostatnom
stojane. Oznacte aj stojany na skumavky, aby nedoslo k zmiesSaniu vzoriek.

Vsetko oznacit? To je ako
organizovat vedecku pdrty!

A nechceme zZiadnych nepozvanych
hosti, takZe oznacujme starostlivo!

Cibula (Allium cepa L.): Vyberte cibule podobnej vel'kosti (3 testované koncentra-
cie v 3 opakovanych meraniach + 2 kontroly, spolu 15 cibul), aby dobre sedeli na
skumavkach a minimalizovalo sa odparovanie kvapaliny.

Opatrne odrezte minimalnu vrstvu (do 2 mm) vysusenej korenovej zakladne, aby
sa korenové tkanivo vystavilo testovanému roztoku. Uistite sa, Ze cibula zostane
neporusena.

Cast I:

1. Pomocou kvapkadla opatrne naplnte skumavky pripravenymi roztokmi az
po okraj.

2. Cibule jemne polozte na skumavky a uistite sa, Zze sU ponorené v testovacom
roztoku.

3. Kazdy den kvapkadlom doplifajte odpareny alebo spotrebovany roztok,
v pripade kontrolnych vzoriek pouzivajte vodu.

4. Stojany so skiumavkami umiestnite na dobre osvetlené miesto, napriklad na
stol pri okne.

5. Po 4 dfoch zmerajte dizku koreriov (A) a pripravte mikroskopické preparaty
na cytogeneticku analyzu (B).
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Cast Il: CYTOTOXICITA

6. Vyberte cibule zo skimaviek a pravitkom zmerajte dizku piatich najdlhsich
korenowv.

*Cast I1l: GENOTOXICITA:

7. Odrezte 0,5cm Spicky z troch najdlhsich korenov pre kazdu koncentraciu.

8. FIXACIA:

Ponorte korenové spicky do fixacného roztoku (etanol a kyselina octova
Vv pomere 3:1).

Ulozte ich do mraznicky na priblizne 24 hodin.

Fixacia zachovava bunky a udrziava ich podobnost so Zzivymi
organizmami.

9. FARBENIE:

Pripravte orceinové farbenie (jeden roztok pre kazdu skupinu).
Pripravte vodny kupel s teplotou 60 °C.
Nalejte 1 % HCI do kadicky a ohrejte ju vo vodnom kupeli.

Vytiahnite spicku korena z fixacného roztoku a ponorte ju na 5 minut
do ohriatej HCI.

Po 5 minutach oplachnite spicku korena destilovanou vodou.

Spi¢ku korefia umiestnite na mikroskopové skli€ko, pridajte orecinové
farbenie.

Vzorku zakryte krycim sklickom a jemne stlacte Spicku korena, ¢im
pripravite rozotrety preparat.

CYTOTOXICITA

Po 96 hodinach (4 dnoch) zaznamenajte namerané hodnoty do tabulky a vypoci-
tajte priemernu diZzku koreriov.

Meranie korenov? Nevedel som,
Ze cibule maju sutaze krasy.

No, najdlhsie korene vyhravaju

O w w o
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Merané dizky korenov

Koncentrdcia Cheg Cpos C: Cs Cs

Opakované
meranie

A B A B A B A B A B

Koren 1 (mm)

Koren 2 (mm)

Koren 3 (mm)

Koren 4 (mm)

Koren 5 (mm)

Priemerna dizka
korena (mm)

*GENOTOXICITA

Mikroskopia: Pozorujte delenie buniek a chromozémy pod svetelnym mikrosko-
pom. ldentifikujte aspon 100 buniek v metafaze a posudte stav chromozdmov.

Uvedte percentualny podiel vSetkych buniek v metafaze a buniek s poskodenymi
chromozémami.

1. Spocitajte a zaznamenajte celkovy pocet buniek pozorovanych v kazdej vzorke
(minimalne 100, optimalne 1000). (Studenti méZu skombinovat svoje vysledky,
aby dosiahli ¢o najvyssi pocet spocitanych buniek).

2. Spocitajte a zaznamenajte pocet buniek, ktoré prechadzaju mitdzou.

3. Spocitajte a zazhamenajte pocet buniek v metafaze.

Pocitanie buniek? To je ako
mikroskopické hladanie pokladu!

A tym pokladom je pochopenie,
ako chemikalie ovplyvnuju nase
Zivotné prostredie!

Vypocet indexov:

Mitoticky index: PocCet buniek v mitéze Metafazovy index: Pocet buniek
na 1000 skumanych buniek. v metafaze na 1000 buniek v mitdze.
Pocet buniek v mitdze Pocet buniek v metafaze
. : x 100 » , — x 100
Celkovy pocet buniek Pocet buniek v mitdéze
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Test cytotoxicity Test genotoxicity

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

Obrazok 2: Fazy delenia buniek (interfaza — bunka rastie a kopiruje svoju DNA;
profaza - chromozémy sa zhlukuju a stavaju sa viditelnymi; metafaza - chromo-
zOmy sa zoradia uprostred; anafaza - chromatidy sa od seba oddelia; telofaza -
vytvoria sa dve nové jadra; cytokinéza — bunka sa rozdeli na dve)

10



VYSLEDKY

CYTOTOXICITA

EXPERIMENT S « ALLIUM TEST

Priemerna dizka korehov: Vypocitajte priemernu dizku zo véet-
kych opakovanych merani.

Koncentracia

Priemernd diZka koreria (mm)

Cneg

Cpos

C,

C>

Cs

Na zaklade priemernych diZok nameranych korefov vytvorte graf, ktory zndzorfuje

vztah medzi dlZzkou korena a koncentraciou testovanej chemikalie.

Komentare:

11




*GENOTOXICITA

EXPERIMENT S « ALLIUM TEST

Udaje o mitotickom a metafdzovom indexe

Vzorka

Celkovy pocet
buniek

Pocet buniek
vV mitoze

Pocet buniek
v metafaze

Mitoticky
index (%)

Metafazovy
index (%)

Cneg

Cpos

C,

C>

Cs

12
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MOJE POZNAMKY

13
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REFLEXIA

Na otazky odpovedajte ustne alebo pisomne. Pri praci sa zamerajte
na spolupracu a rozvoj kritického myslenia. @®

Diskutujte:

1.

10.

11.

12.

Co je ekotoxikoldgia a preco je délezZita v sUvislosti s kozmetikou, ktord pouZzi-
vame kazdy den?

Ako moézu chemikalie v zivotnom prostredi ovplyvnhovat Zivot rastlin a zvierat?
Aké su bezné zdroje znecistujucich latok v zivothom prostredi?

Ako kozmetika a jej chemické zlozky vplyvaju na zivotné prostredie?

Mo6zu chemikalie v kozmetike ovplyvnovat aj ludské zdravie? Ak ano, ako?

Aké rozdiely ste pozorovali v dizke korefiov medzi kontrolnou skupinou
a testovanymi skupinami?

Myslite si, Ze doba expozicie by ovplyvnila rast korenov v tomto teste?
PrecCo je dblezité pouzivat kontrolnu skupinu pri vykonavani tohto testu?
Viete definovat vsetky fazy mitozy?

Aké typy abnormalit delenia buniek ste pozorovali pod mikroskopom
v testovanych vzorkach?

Ako moéze pozorovanie delenia buniek pomoct urcit genotoxické ucinky
chemickej latky?

Aké zavery mozete vyvodit o genotoxicite testovanej chemikalie na zaklade
svojich pozorovani?

Naozaj to potrebujeme vedieD

7/

Nemézeme sa jednoducho
opytat rastlin a zvierat?

Keby tak vedeli rozpravat! Ale kedze
nemozu, je to na nds.

14
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Hladajte suvislosti:
13. Co podla vas znamena3, ked hovorime o ,chemickom koktaile* v kozmetike?

14. Preco je ddélezité brat do uvahy kombinované ucinky viacerych chemickych
latok v jednom vyrobku?

15. Aké su podla vas potencialne rizika pouzivania vyrobkov, ktoré obsahuju zmes
roznych chemickych latok?

Chemicky koktail? To znie ako pdarty,
na ktoru by som fakt nesla.

Presne tak, miesanie chemikalii
méze byt receptom na katastrofu.

15
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PRE PEDAGOGOV

Dalsie aktivity (volitelné)

Navrhnite novy experiment upravou jednej premennej, napriklad pri-
danim inej chemikalie alebo chemickej zmesi. MbzZete tiez sledovat
delenie buniek v réznych ¢asovych intervaloch od zacCiatku pdésobenia latky (po 24,
48, 72 afalebo 96 hodinach).

Uprava experimentu pre Ziakov strednych $kol

© Zamerajte sa na meranie dizky korenov: Namiesto cytogenetickej analyzy
nechajte ziakov zmerat a porovnat dlZzku korenov cibule vystavenej roznym
koncentracidm domacich alebo kozmetickych vyrobkov.

© Pouzite menej koncentracii: Znizte pocet vzoriek na tri (napr. kontrolna,
nizka a vysoka koncentracia), aby ste zjednodusili zber a analyzu udajov.

© Pozorujte zmeny: Povzbudzujte Ziakov, aby podrobne pozorovali rast
korenov a akékolvek viditelné zmeny v ich morfologii.

Priklad

©) Ciel: Zmerat vplyv chemikalie pouzivanej v domacnosti (napr. octu) alebo
kozmetického vyrobku (napr. Sampdnu) na rast korenov cibule.

© Postup: Pouzite 3 koncentracie (0 %, 10 % a 50 % roztok octu/Sampdnu)
a po 96 hodinach zmerajte dizku korenrov.

© Zber udajov: Zapiste diZku korefiov a porovnajte priemernu dizku medzi

jednotlivymi koncentraciami.

Uprava experimentu pre zZiakov zakladnych skol

© Pozorujte rast korefiov: Zamerajte sa na pozorovanie a meranie rastu
korenov bez pouzitia chemickych latok.

© Pouzivajte bezpeéné materialy: Pouzite bezpecné, netoxickeé latky, ako je
voda, slana voda a cukrova voda, zriedené mydlo na ruky, telové mlieko alebo
kondicionér, aby ste pozorovali ich vplyv na rast korenov.

©@ Vykonavajte praktické ¢innosti: Realizujte aktivity, pri ktorych Ziaci kreslia
a oznacuju casti cibule a korenowv.

16
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Priklad

©) Ciel: Pozorovat, ako rézne druhy vody ovplyvriuju rast korenov cibule.

@ Postup: Pouzite 3 druhy vody (voda z vodovodu, zriedené mydlo na ruky
a zriedeny kondicionér) a po 96 hodindch zmerajte dizku korefov.

© Zber Udajov: Zapiste diZku korefov a vykonajte jednoduché porovnania.
Nechajte Ziakov nakreslit obrazky toho, ¢o pozorovali.
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