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Predmluva

Vazené studentky, vazeni studenti,

vystupem laboratorni prace je laboratorni protokol. Protokol je zaznam o provedené praci,
popisujici postup prace dostatecné detailné, aby bylo moiné cely postup pfesné zopakovat.
Protokol mlze také slouzit k hledani chyb v postupu v pfipadé, Ze vysledky neodpovidaji ocekavani
nebo jako podklad pro optimalizaci postupu ¢i jako pfiprava pro zpracovani praktické casti
diplomové prace.

Laboratorni protokol jako vystup z laboratorniho cvi¢eni musi byt pdvodni. To znamena, Ze jej
student (¢i skupina student(l) musi vypracovat samostatné a nesmi vydavavat cizi praci za svou
vlastni. Je prakticky nemozné, aby dvé laboratorni Ulohy probihaly zcela identicky a autofi je
nasledné nezdvisle na sobé popsali naprosto stejnym zplisobem. Plagiatorstvi je dle Studijniho a
zkusebniho fadu UP (¢l. 54, odst. 2) povazovano za vainé poruseni povinnosti a dle Zakona o
vysokych Skolach (§ 64 a § 65, odst. 1, pism. c) mGze tento disciplinarni prestupek vést k vylouceni
ze studia.

Laboratorni cvi¢eni a protokoly nejsou forma muceni, kterymi by si vyucujici zkracovali i
zpfijemnovali pracovni den. V protokolech se velice ¢asto setkavame s chybami, které jsou
naprosto zbytecné, a které vznikly z dlivodu nedostate¢ného pochopeni a leckdy i studu se zeptat
vedouciho cvi¢eni. Pokud vdam neni néco jasné nebo mate néjaky problém, zeptejte se vedouciho
cviceni pfimo v laboratofi nebo se za nim zastavte v kancelati béhem konzultacnich hodin.

Na nasledujicich stranach najdete kratky navod a tipy, jak spravné vypracovat laboratorni protokol.
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1.Zakladni schéma protokolu

1. Hlavicka
2. Teoreticka cast
a. Uvod

3. Experimentalni ¢ast
a. Pomlcky, chemikalie
b. Ukol

c. Postup

d. Vypocty

e. Vyhodnoceni vysledk
4. Zavér

2.Co musi protokol obsahovat?

2.1 Hlavicka

Hlavicka protokolu slouZi k snadné a rychlé identifikaci jedince/skupinky jedinc, ktefi jsou zodpovédni
za odevzdany protokol.

Hlavicka by méla obsahovat celé jméno studenta zodpovédného za vypracovani protokolu a
spolupracujicich studentl (je-li cviéeni vedeno ve skupinkach); studijni obor a rocnik; datum a cas
cviceni a nazev laboratorni Glohy.

Je zcela na fantazii studenta, zda vySe zminéné identifikacni Udaje vloZi do zahlavi nebo napfiklad do
tabulky.

PF.:

Tab. 1: Ukdzka zpracovani hlavicky laboratorniho protokolu

Cviceni z fyziologie rostlin

Vypracovala: Ludmila Vcelatova Akademicky rok: 2025/2026
Spolupracovali: Ales Péncik, Ondrej Novak Termin: ¢tvrtek 20. 4. 2026; 9:15
Rocnik: 2. Obor: Experimentalni biologie

Protokol €. 1: Mineralni vyZiva rostlin

2.2 Uvod

Uvod protokolu neni opis teoretického Gvodu v zaddni laboratorniho cviéeni! V této &asti protokolu by
mél byt struéné a jasné definovan cil a napli laboratorni prace v kontextu faktl a fyzikalniho d&i
chemického principu pouzivanych metod. Budou-li soucasti teoretického ivodu chemické rovnice, musi
byt sprdvné vycisleny. Soucasti Uvodu mohou byt také schémata ¢i obrazky znazornujici aparaturu.
Vsechny takové obrazky musi byt fadné popsany.

Dodrzujte pokyny vedouciho cviceni. V pfipadé, Ze Uvod v protokolu nevyZaduje, vynechte ho.
Protokol se piSe na strany formatu A4 vhodnym typem a velikosti pisma (10-12 bod() fadkovanim 1 —
1,5. V pfipadé vétsiho poctu stran musi byt strany Cislovany.

V ptipadé cviceni z fyziologie rostlin do protokolu tivod nepiste.



2.3 PomUcky, chemikalie, biologicky material

Aby bylo mozné kdykoliv protokol zopakovat, musi v ném byt uvedeny kompletni seznam pouzitych
chemikalii, rostlinného materialu, ale také pouzivanych pomucek a pristroji. VZdy uvadéjte pouze véci,
které jste v pribéhu cviCeni skutecné pouzivali (mlze dochazet k odliSnostem mezi ndvodem do
laboratorniho cviceni a praktikem samotnym). U roztok( musi byt uvedeno jejich sloZeni (koncentrace)
vCetné jednotek. Jednotky mohou byt uvadény v jakémkoliv sprdvném tvaru. Ndzvy rostlin uvadéjte
vidy Ceské i latinské.

P¥.:
Pomiucky: kvétinace, vermikulit, sada automatickych pipet s pfislusenstvim

Chemikdlie: destilovana voda, zasobni roztoky mikro- a makroprvk

Biologicky materidl: semena rajcete jedlého (Solanum lycopersicum L.) odrida Tornado F1

2.4 Ukol
Opiste presné znéni Ukolu z ndvodu do laboratorniho protokolu.

PF.

Zjisténi vlivu deficience vybranych makroprvkd a rist a morfologické charakteristiky rostlin rajcete
prostfednictvim kultivaéniho testu

2.5 Postup

Zde stru¢né popiste, jak jste pfi cvieni pfesné postupovali. Postup musi byt dostatecné detailni, aby
umoziioval Uspésné zopakovani provadénych experimentli v budoucnu. Postup ve cvi¢eni se muze lisit
od toho v ndvodech nebo od postupu kolegl z jiné pracovni skupiny. Dobfe napsany postup prace mlze
byt klicem k pochopeni nejednoznacnych nebo od ocekavani se odlisujicich vysledk(. Je dilezité
zaznamenat konkrétni navdiky. Text se uvadi v minulém case ve treti osobé jednotného nebo
mnozného Cisla, obvykly je trpny rod (,parametry byly zjistovany“). Pro pfehlednost mize byt postup
vypsan v bodech. Je nezbytné nutné pouzivat spravnou terminologii véetné cizich slov, nepfipustné jsou
gramatické chyby.

P¥:
X

1) Spole¢nymi silami jsme nakonec dopocitali navazky a koncentrace a vypsali je do tabulek v ndvodu
do cviceni.

2) Podle doplnénych hodnot v tabulkach, které jsme si na zac¢atku vypocditali a vypsali, jsme pfipravili
zZivny roztok. Nedélali jsme jen jednu variantu, ale rovnou tti — jeden kompletni a dvé deficientni
varianty, abychom je mohli na konci semestru mezi sebou porovnat.

3) Vzalijsme si kvétinace, popsali jsme si je a nakreslili loga dle nasi fantazie. Z netkané textilie jsme si
vystfihli kolecko tak, aby pokryvalo dno a doplnili vermikulitem tak, aby ho tam nebylo ani malo a
ani zbyte¢né moc. Vermikulit jsme potom namocili vodou.

4) Vzali jsme semena rostlin a po dvou jsme je umistilo do vermikulitu, aby nebyla Uplné hluboko.

5) Rostliny jsme nechali ve vyukové laboratofi a vedouci je pozdéji odnesla do skleniku, kde se o né
starala aZ do vyhodnoceni.

6) Dle nasich informacije po 3 tydnech od vykli¢eni zacala zalivat pfipravenymi roztoky a ne jen vodou.

7) Na konci semestru jsme porovnavali vzhled rostlin podle zadani. Zbytky rostlin a vermikulit jsme
vyhodili, kvétinace jsme umyly a vypracovali protokol.



1) Navazky a koncentrace byly doplnény do tabulek.

2) Byl pripraven Hoaglandlv Zivny roztok a jeho deficientni varianty.

3) Nadno kvétinace byla vloZzena netkana textilie, kvétinac byl naplnén do % vermikulitem a nasledné
dlkladné navlhcen.

4) Semena rajcat byla po dvou kusech rajéat tésné pod povrch vermikulitu.

5) Rostliny byly péstovany za kontrolovanych podminek ve skleniku.

6) Po trech tydnech od vykliceni byly rostliny zalévany Hoaglandovym Zivhym roztokem a jeho
deficientnimi variantami.

7) Na konci semestru byly vyhodnoceny fyziologické zmény rostlin péstovanych v plném Zivném
roztoku a jeho deficientnich variantach dle pokyn.

2.6 Vypocty

Je-li nezbytné v ramci pracovniho postupu provést vypocet, musi byt uveden i v protokolu. Je-li nutné
provést vice stejnych vypoctl, staci uvést jeden vzorovy a dale vypsat jen vysledky.

Pfi vypoctech nezapominejte na viechna fedéni, ke kterym v pribéhu dochazelo. Zaokrouhlujte az
koncovy vysledek. Neni-li v zaddni uvedeno jinak, zaokrouhlujte na ¢tyfi desetinna nenulova mista. Pro
interpretaci vysledku vzidy vyuZivejte vhodné jednotky. Je-li v zadani uvedeno, v jakych jednotkach
mate vysledek uvést, musite zadani dodrzet.

Vypocty vkladejte prostrednictvim funkce ,Rovnice” dostupné v Microsoft Word. VZdy je nutné uvést
vysvétleni ke vSem pouzitym symbol{m.

Pf.:

Vypocitejte vyslednou koncentraci roztoku (mmol/l), ktery vznikl rozpusténim 0,0346 g kyseliny
giberelové (Mg = 346,37 g/mol) v 1 ml ethanolu.

c= _MT:V , kde c je koncentrace (mol/l), V je objem (I) a m je hmotnost (g)
=2 =22 __—01moll

MXV — 346,37x0,001
¢ =100 mmol/I

2.7 Vysledky

NejdlleZitéjsi a rozsahové nejvétsi Casti protokolu jsou vysledky, které by mély byt prezentovany
vhodnou formou (tabulky, grafy, fotografie, schémata) s detailnim slovnim popisem a komentarem.
Obrazky (grafy, fotografie) a tabulky se Cisluji postupné a oddélené s uddnim zkratky pro obrazek (Obr.)
a tabulky (Tab.), za kterou se vidy piSe pouze Cislo (Obr. 1). Za ¢islem kazdého obrazku a tabulky musi
byt uvedeny podrobny popis s podminkami méfeni. Popis musi byt pochopitelny bez dohleddvani
informaci v dalSich ¢astech protokolu. Cisla a popisky obrazku se uvadéji vidy POD obrazky, u tabulek
NAD tabulkou. Jednotlivé popisky obrazkl a tabulek by mély byt opticky odlisené pro odliseni od
hlavniho textu (Ize pouzit naptiklad mensi pismo, mensi fadkovani).

2.8 Diskuze

Diskuze je prostor pro zhodnoceni ziskanych vysledkd, provedeni jejich vykladl a uvedeni do souvislosti
s publikovanymi Udaji a fakty. V ptipadé, Ze se lisi ocekdvané a ziskané vysledky, je nutné, aby se v této
Casti protokolu autor pokusil vysvétlit, co zpusobilo odlisnosti. V rdmci diskuze je dllezité se odkazovat
na konkrétni obrazky a tabulky. V pfipadé, Ze autor cituje néjakou pasaz z knihy, ¢lanku nebo z webové
stranky, je nutné zdroj naleZité citovat.

Diskuze miZze byt soucasti vysledkl, zavéru nebo mlze byt uvadéna jako samostatna kapitola.



2.9 Zavér

V této zavérecné Casti protokolu jasné shriite své vysledky a uvedte, zda byly splnény vytycené cile.
Pokud nebyly cile spInény, musi byt uveden ddvod.

P¥:

Pripravili jsme tfi varianty Hoaglandova Zivného roztoku s rozdilnym obsahem esencialnich makroprvk
a pozorovali vliv deficience na rlst a vyvoj raj¢ete jedlého. U rostlin péstovanych v kompletnim Zivném
roztoku byl zaznamenan vitalni vzhled a normalni rst bez znamek deficience. Rostliny v roztoku bez
dusiku vykazovaly svétlani aZ Zloutnuti listd a celkové omezeny rlst, coZ odpovida typickym priznakim
nedostatku dusiku. U rostlin s nedostatkem fosforu byl patrny zakrsly rist a fialové zbarveni listl a
stonkd, typické pro tuto deficitni vyZivu. Tyto pozorovani potvrzuji, Ze pritomnost jednotlivych
makrozivin je nezbytnd pro optimalni vyvoj rostlin.

3. Literatura
Zakladem citovani je schopnost oddélit vlastni myslenky od pfevzatych. Citovat nemusime pouze literaturu,

zdrojem nam muze byt i video Ci obrazek. VSechny zdroje musi byt vidy fadné ocitovany tak, aby byl pavodni
zdroj snadno dohledatelny. Udaje pro bibliografickou citaci pfebirame z citovaného zdroje.

PF.

Internetovy zdroj

Tiskovd zprava spolecnosti Astex Pharmaceuticals (vydana 21.9. 2012): Astex Pharmaceuticals
Discontinues Amuvatinib Clinical Development Program.

http://investor.astx.com/releasedetail.cfm?ReleaselD=708646; Stazeno 5.11. 2012
Kapitola v knize

Sebela M., Frébort I., Petfivalsky M., Pe¢ P. (2002) Copper/topa quinone-containing amine oxidases -
recent research developments. In Studies in Natural Products Chemistry, Vol. 26 Bioactive Natural
Products (Atta-ur-Rahman, ed.), pp. 1259-1299, Elsevier, Amsterdam, The Netherlands.

Clanek v ¢asopise

Sebela M., Luhova L., Frébort I., Hirota S., Faulhammer H. G., Stuzka V., Pe¢ P. (1997) Confirmation of
the presence of a Cu(ll)/topa quinone active site in the amine oxidase from fenugreek seedlings. J. Exp.
Botany 48, 1897-1907.

4.Jazyk protokolu

4.1 Strucnost

Laboratorni protokol neni slohova prace. Vyvarujte se dlouhych souvéti.

PF.

K pfiblizné presné navazenym vzorklm mleté cervené papriky v mikrozkumavkach bylo pomoci
automatické pipety a vhodnych pipetovacich Spicek do prvni mikrozkumavky pfidano 500 ul DMSO a do
druhé mikrozkumavky 500 pl methanolu. Vzorky byly chvili vortexovany a nasledné byly umistény do
centrifugy tak, aby byla centrifuga vyvdzena, a nasledné centrifugovany 10 minut pfi otackach 4700 rpm

a teploté 4 °C. Potom byly vzorky postupné opatrné vyndany z centrifugy, aby nedoslo k protfepani
obsahu, vyfoceny proti bilému pozadi a jejich obsah byl vzajemné porovnavan.

VS.



K navdzenym vzorklm bylo pfiddno 500 ul DMSO nebo methanolu. Vzorky byly kratce promichany
navortexu a centrifugovany (4700 rpm, 4°C, 10 min). Nasledné byly vzorky vyfoceny a vizudlné
vyhodnoceny.

4.2 Parazitujici slova

Parazitujici (vycpavkova) slova ¢i slovni spojeni jsou vyrazy, které kazdy z nas denné pouziva v mluvené
i psané formé projevu. Takova slova nemaji vliv na sdéleni informace. Casto jsou pouzivana v pfipads,
kdy si autor neni jisty nebo se mu nedafi vhodné formulovat myslenky.

PF¥.
Jakoby, vlastné, prosté, jako cili, de facto, ve vysledku, jaksi, abych tak fekl, takze, jakoze, atd.

4.3 Gramatické chyby

Nikdo z nds neni neomylny, ale gramatické chyby do protokold, seminarnich a diplomovych praci zkratka
nepatfi. Pfed odevzdanim si protokol pozorné prectéte. Mate-li vypracovat protokol ve skupiné, dejte
jej k precteni kolegim. Jako dalsi kontrola muZe slouZit i samotny Word, ktery vas upozorni na
potencidlni gramatické chyby i podezielé useky.

Velké mnozstvi gramatickych a stylistickych chyb mlze byt divodem neuznéni laboratorniho protokolu.

4.4 Cizi slova?

Pravidla ceského pravopisu v mnoha pripadech pfipousti dvoji zplsob psani cizich slov. Nicméné je nutné
dodrZovat zasady psani odbornych vyrazid. U slov pochazejicich z latiny ¢i fectiny je upfednostriovana
jejich pivodni podoba — ethanol, allosa, thallium, kinasa, methionin.

Pokuste se v Ceskych textech omezit mnoZstvi cizich slov, mame-li ¢eské synonymum — permanentné
(stale), separace (oddéleni), intracelularni (vnitrobunécny).

Rovnéz se vyhybejte pouzivani cizich slov s ¢eskymi predponami ¢i spojovani latinskych a feckych slov
s Ceskymi — vyeluovat (vyloucit), pretritovat (oSetfit latkou X), vyoptimalizovat (optimalizovat),
naizolovat (izolovat, oddélit), zaoc¢kovat (ockovat), hyperjemny (velmi jemny).

Ptrejaté vyrazy patfici do béZzné slovni zasoby zapisujeme jako analyza, syntéza, teorie, univerzita atd.

U dubletd v chemii, biologii a Iékarstvi davejte prednost klasickému pravopisu podobajicimu se
mezindrodni formé — isomer, isotop, thrombosa, mitosa, metabolismus, neurosa atd. Je nutné dodrzet
jednotny zplsob v celém textu.

Dusledné piste kratké samohlasky na konci prejatych slov — penicilin, vitamin, meristem, kodon, foton,
antigen, anemie.

Pro sacharidy je pfipustna pouze koncovka -osa (glukosa, sacharosa, laktosa), pro glykosidy -osid
(nukleosid) a pro enzymy -asa (hydrolasa, amylasa, kinasa, isomerasa).

Nazvy aminokyselin konci na kratké -in (lysin, zkratka Lys). TotéZ plati o ndzvech dusikatych basi
nukleovych kyselin (thymin, cytosin).

Vyjimku predstavuji napfiklad pfipony nazvi soli a esterll anorganickych i organickych kyselin, které se
pisi s dlouhym pismenem 3§, tedy fosfat, sulfat, nitrat, palmitat, benzonat, askorbat.

4.5 Znaky, Cislovky, veliciny
4.5.1 Matematické symboly a znacky
Ke grafickym znackam patfi matematické znaky jako plus (+), minus (-), krat (X), plus minus (%), déleno

(+), mensi nez (<), mensi nez nebo rovno (<), vétsi nez (>), vétsi nez nebo rovno (=), odmocnina (\/),
rovna se (=). Znaky pro scitani, odcitani, ndsobeni a déleni v matematickych operacich a pfi uvadéni

1 Duchofi J., Kahovec J., Kotyk A., Oliva K.: Doporuéeni redaktorlim odbornych a popularizaénich Easopist
pfirodovédeckého zaméreni, autordm vysokoskolskych i stfedoskolskych prirodovédnych udebnic a tvircim
odbornych pravnich text( s touto tematikou. Chemické listy 97 (2004) 947-949

9



poméru a rozméru piSeme s mezerou. Vypocty do protokoll vidy vkladejte funkci Rovnice, ktera
mezery vklada automaticky.

4.5.1.1 Nasobeni

Nasobeni znac¢ime symbolem x nezaménovat s malym pismenem (x) nebo nasobici teckou (-), ktera
je umisténa v polovi¢ni vySce pismen a je oddélena pred i za symbolem mezerou. Nikdy nepouzivejte
pro nasobeni obycejnou tecku nebo hvézdicku (*)!

4.5.1.2 Déleni

Déleni je moZné vyjadrit pomoci zlomku (s vyuZzitim funkce Rovnice ve Wordu), Sikmou zlomkovou
¢arou (/), dvojteckou (:); vzdy oddélujte mezerou z obou stran nebo znakem déleno (+).

4.5.1.3 Odecitani

Pro odecitani je mozné poufZit rozdélovnik (-), ur¢eny symbol minus (-). V pfipadé nouze je mozné
pouzit oby¢ejnou pomlcku. Zvlastni pozornost vénujte znaménku minus v exponencidlu. Rozdélovnik
mUze byt snadno zaménén za vadu papiru.

4.5.1.4 Rovnost
Zvlastni pozor si také zaslouzi znaménka rovnosti. V protokolech byste méli rozliSovat nasleduijici: je
rovno (=), je priblizné rovno (=, =) a je po zaokrouhleni rovno (=).

45.1.5 Vyjimky

Je-li znaménko soucasti slozeného slova nebo spolecné s Cislem, mezera se nevklada (10x - 10krat,
desetkrat). Vyjadruji-li znaménka + a — kladnou ¢i zapornou hodnotu, Cislice ke znak{im pfiléhaji bez
mezer (+24 °C). Bez mezer jsou rovné? zapisovany exponencialy (57).

4.5.2 Veliciny a jednotky

Veli¢ina je vlastnost télesa, kterou lze méfit. Jeji hodnotu je mozné vyjadfit Ciselnou hodnotou a
jednotkou. Pro chemické a fyzikalni jednotky je od roku 1960 zavedena Mezinarodni soustava jednotek
SI (Systéme International d’Unités), ktera byla v roce 2019 mirné upravena. Soustava S| obsahuje 7

zakladnich velicin, z nichZ je moZné odvodit dalsi pouZivané odvozené veliciny.

Velicina Teplota Tlak Objem Hmotnost | Hustota Latkové Svitivost
mnoZstvi

Symbol Tt P % m o) n I
Zakladni | kelvin, pascal Metr kilogram | Kilogram | mol kandela
jednotka krychlovy na metr

stupef krychlovy

Celsia
Symbol K, °C Pa m?3 kg kg/m? mol cd

kg m3

Jednotky musi byt uvedeny pfi kazdém vyskytu Ciselnych informaci, a to i na osach vsech grafi. Obecné
pravidlo je, Ze jednotky piSeme vidy s mezerou za danou hodnotu (5 g, 20 ha). Pokud se vsak jedna o
pfidavné jméno, uvadime jednotky hned za ptedchozi slovo: 3 % (tfi procenta), 3% (tfiprocentni). U fady
hodnot/méreni oznacte jednotku na konci (3, 6 a 8 mm), vyjimkou jsou procenta a stupné (2 °Caz 10 °C).

Zkracujte jednotky pouze po Ciselné hodnoté (24 h, o 5 h pozdéji, o nékolik hodin pozdéji).

Jednotky se pisi ve formé s indexem (mg-ml?), nikoli s lomitkem, koncentrace se uddvaji v mol-l?,
mol-dm3, méné vhodné je M (mM, pM, nM, pM), pro vyjadfeni koncentrace Ize pouZit g-I™* nebo mg-1?,

pg-ml™, ng-ml™, pg-I", ng:I™.
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4.5.3 Zkratky

Velkym problémem byva ¢asto naduzivani zkratek v textu. Zkratky zavadéjte pouze v pfipadé, zZe se
jedna o velmi dlouhd slova nebo opakuji-li se v textu ¢asto. Nema cenu zavadét zkratku H,O pro vodu.
Vytvofite-li si své zkratky, nesmi byt zaménitelné s béZné pouZivanymi zkratkami. Plati pravidlo, Ze véta
nesmi zacinat zkratkou.

4.6 Zbytecné fraze a véty

Vyvarujte se pfi psani protokold citové zabarvenym sloviim, pocitiim a frazim, které nesouvisi s cili a
vysledky.

PF.
Laboratorni cvi¢eni se mi moc libilo.
V laboratornim cvi¢eni jsme si vyzkouseli méreni na spektrofotometru.

BohuZel se mi experiment nepovedI.

4.7 Pevna mezera
Pevna mezera nebo také tvrda mezera se od klasické |isi v tom, Ze zabrafuje zalomeni textu na konci
fadku mezi dvéma slovy, pismen nebo znaky, u kterych je zalomeni nezadouci. Pevnou mezeru vkladame
Pevna mezera se pouziva vidy mezi ¢islem a jednotkou (napf. 10 °C, 5 kg, 20 m/s), v datu mezi dnem,
mésicem a rokem (2. 9. 2025), u paragrafli a odstavcll (§ 5 odst. 2), mezi inicidlami a prijmenim
(J. A. Komensky) a také ve viceslovnych zkratkach (s. r. 0., a. s.). DlleZitym pravidlem je také psani pevné
mezery za jednopismennymi predlozkami a spojkami, aby nezlstavaly na konci fadku (k tabulce,
s pomoci, v praxi, a vysledek).
Pevnou mezeru lze vloZit nékolika zpUsoby:

Ctrl + Shift + Mezernik

Levy ALT + 0160

VloZeni = Symboly - Dalsi symboly - Specidlni znaky - Pevna mezera

5. Laboratorni rad VTP-B 1.13

5.1 Obecné

1. Student je povinen pfichdzet do laboratofe vcas a fadné pripraven v laboratornim plasti
a prezlivkach a se stazenymi vlasy. Musi mit provedeny potfebné vypocty, znat vlastnosti latek, se
kterymi bude pracovat apod. Pfed zahajenim cvi¢eni vyucujici ovéfuje znalosti student( pisemnou
¢i ustni formou. Pokud student nemd dostatecné znalosti k feSeni dané ulohy, cviceni vykond v
nahradnim terminu. Nahradni cviceni z dvodl nedostatec¢né pfipravy na cviceni Ize absolvovat
pouze 1x.

2. Boty, obleceni, batohy a kabelky se ukladaji v prostoru za dvefmi u vstupu do ucebny.

Kazda absence musi byt omluvena. Ma-li student vdziné osobni dlvody, pro které se nemuize
zUcastnit cviceni, sdéli to vedoucimu pfedem. Kazda zameskana uloha musi byt nahrazena.
Na terminu nahradniho cvi¢eni se dohodne student s vedoucim cviceni.

4. Student mulZe byt vykdzan ze cviceni zdlvodu nedostatecné znalosti, pozdniho pfichodu,
nedodrzovani pravidel pro bezpecnou praci nebo pfi zdvainém podezieni na uZiti navykové latky
(napf. alkoholu).
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10.
11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

Studenti pracuji ve dvojicich. Za protokol jsou zodpovédni oba ¢lenové dvojice. Pokud jeden
z dvojice nespolupracuje, je nutno tuto skute¢nost nahlasit vedoucimu cviceni a ten rozhodne
o dalSim postupu.
Zapocet bude udélen studentlim, ktefi absolvuji 100 % cvi¢eni, budou mit uznané vedoucim cviceni
vSechny protokoly a napisi zapoctovy test na aspon 70 %.
Pfed zahdjenim prdace studenti zkontroluji ¢istotu pracovniho stolu a jeho vybavenost. VSechny
zavady zjisténé pred zahajenim prace nebo v jejim pribéhu neprodlené hlasi vedoucimu cviceni.
PFi praci je nutné postupovat presné podle zadané ulohy a pokynl vyucujiciho. Pfed pouZivanim
pristroju se musi student nejprve seznamit s jejich obsluhou.
Po celou dobu cviéeni je student povinen udrzovat poradek a cCistotu na pracovnim stole
a v laboratofi.
Pfipadné zavady, nedostatky, nehody, ¢i poranéni je nutné ihned hl3sit vyucujicimu.
Pribéh prace a dosazené vysledky si kazdy student zaznamenava do laboratorniho deniku/navodu
do cviceni. Po skonéeni experimentalni ¢asti cviceni predlozi vysledky vedoucimu cviceni.
S vyjimkou foceni vysledki je i zakdzano pouZzivat mobil a dalsi elektronicka zafizeni.
Protokol musi byt odevzdan nejpozdéji o pllnoci pred dalSim cviéenim. Neodevzdani protokolu
muzZe byt dlivodem vykazani studenta ze cviceni. Protokol musi obsahovat: jména studentd, studijni
obor, datum, nazev ulohy, seznam pouZzitych chemikalii, pomucek, biologického materialu, strucny
postup prace, vysledky s vypocty (v¢. Tabulek a grafli; vypocty musi byt vkladany ve formé funkce
Rovnice), diskusi a zavér.
Po skonceni prace je student povinen dat své pracovni misto do pofadku, doplnit Spicky, vysypat
nadoby na odpad do kose, fadné umyt sklo a oplachnout je destilovanou vodou. Popisky fixou
odstrani ubrouskem navlhéenym ethanolem, ne proudem ethanolu ze stticky! Houbic¢ky a hadry
nenechava ve drezu.
Student smi opustit laboratof az po kontrole dosazenych vysledk( a stavu pracovniho stolu
vyucujicim.
V laboratofich je pfisné zakdzano konzumace jidla, piti, koufeni, vapovani a aplikace kosmetickych
pripravkd.
Studenti jsou povinni dodrzovat bezpecnostni predpisy a zasady spravného pipetovani.
Pti nedodrzovani bezpeénostnich pokynl a pravidel miZe vedouci cvi¢eni studenta vykazat
z laboratore. Tuto skute¢nost pak ohlasi vedoucimu katedry.
PFi praci s chemickymi latkami a smésmi musi byt pouzivany ochranné prostfedky dle vlastnosti
pouzivanych chemickych latek a povahy préce s nimi. Plati:
a. Pfi préaci slatkami zdravi Skodlivymi je tfeba dbat, aby nedochazelo kjejich styku
s pokozkou, dychacimi organy atd.
b. Pf¥ipraciv laboratofi musi byt noSena pracovni obuv s protiskluzovou podrdzkou, kterou lze
v pfipadé potreby rychle vyzout.
c. Prace, pri kterych mlze dojit k uvolnéni nebezpeénych chemickych latek nebo smési
do ovzdusi, se musi provadét v digestori.
Pfi rozliti hoflavin je nutno okamzité zhasnout otevieny ohen, vypnout elektricky proud
v laboratofi, zajistit dostatecné odvétravani (ne smérem na chodbu). Rozlitd hoflavina bude
likvidovana dle pokyni vedouciho cviceni.
Pfi praci s lihovymi kahany je zakazano jejich ponechani bez dozoru.
Stfepy a odpad s ostrymi hranami (pouzité Ziletky, skalpelova ostfi atd.) musi byt odkladany
do zvlastnich nadob (Zluté s cervenym vickem).
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22. Po ukoncéeni prace je student povinen si umyt ruce.

23. Pokud vypukne poZar, je povinné pokusit se ho zdolat vlastnimi silami (hasicim pfistrojem,

improvizovanymi hasicimi prostfedky). Je nutno ddle vypnout elektricky proud a pokusit se
odstranit z okoli pozaru hoflavé latky (zejména kapaliny) a nddoby se stlacenymi plyny. Nelze-li
pozar zvladnout vlastnimi silami, je nutné neprodlené volat pozarniky (150).

5.2 Bezpecnost v laboratofi

vk wN e

Laboratorni prace je vidy provadéna dle pokyni vyucujiciho a pracovniho navodu.

V laboratofi je zakdzano pit, jist, koufit, vapovat a aplikovat kosmetické pripravky.

PFi praci v laboratofi je nutné mit vhodnou obuv a oblec¢eny laboratorni plast.

Je pfisné zakdzdno provadét samovolné opravy ¢i Upravy na elektrické instalaci a pfistrojich.

Je prisné zakdzdno chemikdlie testovat chuti. V pfipadé testovani ¢ichem rukou jemné provante
vypary. Nikdy necichejte pfimo k [ahvi!

Tuhé chemikalie nabirejte vidy Cistou IZickou.

PFi praci sZiravinami €i jinymi nebezpecnymi latkami vidy chrante ruce rukavicemi a odi
laboratornimi brylemi ¢i obli¢ejovym stitem.

Na pracovisti udrzujte poradek.

Koncentrované kyseliny a zdsady fedte vidy tak, Ze kyselinu &i zdsadu lijete tenkym proudem
po sklenéné tycince do vody.

10. Tuhy hydroxid sypte do vody. NIKDY nelijte vodu na néj.

11. Vrsky a zatky od Iahvi nepokladejte na stll. Lahev vidy dlikladné uzavrete.

12. Zbytky jedl a organickych rozpoustédel likvidujte dle pokynt vedouciho cviceni.

5.3 Nemoci a jina omezeni

Trpi-li student nemoci, jako napf. diabetes, epilepsie atd., nebo ma-li néjaké zdravotni omezeni,
musi to nahlasit vedoucimu cviceni v prvni vyucovaci hodiné.

Podle vyhlasky 180/2015 Sb. o pracich a pracovistich, je v chemické laboratofi zakdzano pracovat
téhotnym Zendm, Zendm, které koji, a matkam do konce devatého mésice po porodu. Proto je
povinnosti studentky tuto skutec¢nost nahlasit.

5.4 Prvni pomoc

1. Studenti se sezndmi s umisténim lékarnicky.

2. Pripadné poranéni, nevolnost, bolest hlavy atd. je nutné ihned hlasit vyucujicimu, provést zapisa v

pfipadé potieby poskytnout okamZité prvni pomoc.

Pti poleptani klzZe silnou zdsadou nebo kyselinou zasazené misto ihned dikladné omyjeme
proudem vody a roztokem z lékarnicky. Pfi zasaZeni oka chemikalii ihned oko vyplachneme slabym
proudem vody. Pfi poleptani sliznice v Ustech provedeme dikladny vyplach Ust vodou. Pfi poziti
chemikalii a ve vSech vyse uvedenych pfipadech je nutné vyhledat odborné Iékarské osetreni.

Pfi malych popalenindch osetfime postizené misto masti na spaleniny a zakryjeme sterilnim
obvazem. Vétsi popaleniny osSetfi |ékar.

Pfi porezani sklem odstranime z povrchové rany sklo, okoli osetfime vhodnym dezinfekénim
roztokem a ovazeme sterilnim obvazem. Vétsi zranéni osetii |ékaf.
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6. Harmonogram cviceni z fyziologie rostlin

Téma Napli cviceni
1. tyden | Uvod Bezpeclnost prace, seznameni s laboratofi.
, TV Demonstrace vyznamu jednotlivych Zivin pro rast rostlin.
2. tyden | Mineralni vyZiva 1 ¥ ) ¥ P

ZaloZeni experimentu, pfiprava roztokd.

3.tyden

Organogeneze in vitro

Pfiprava média a roztokl rlstovych regulatorg.
ZaloZeni explantatovych kultur tabaku.

4.tyden

Senescence 1

Pfiprava roztokd.
Zalozeni biosenescencniho testu.

5.tyden

Senescence 2

Vizudlni vyhodnoceni biosenescencniho testu.

Stanoveni obsahu chlorofylu v extraktech list( pSenice.

, Kliceni Dokazovani pfitomnosti amylasy v naklicenych obilkach.
6. tyden . , S . Y .
Respirace Stanoveni respiracniho koeficientu nakli¢enych obilek.
. . Stanoveni  rychlosti  transpirace  vybranych  rostlin.
7.tyden | Transpirace ¥ P ¥ y

Pozorovani stavu praduch.

8.tyden

Fyziologie stresu

Stanoveni oxidativniho stres na zdkladé obsahu MDA a
fenolickych latek ve stresovanych rostlinach.

Percepce cytokininového

Stanoveni ligandové specifity rostlinného cytokininového

9.tyden| . ., iz
¥ signalu receptoru k rlznym testovanym latkam.
10. C e Degradace  cytokininG  pomoci  enzymu  cytokinin
, Degradace cytokininu .
tyden g ¥ oxidasy/dehydrogenasy.
1,1. MinerIni wiiva 2 Biome:frické analyza rostlin kultivovanych v nelplnych Zivnych
tyden roztocich
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7. Navody do cviceni LRR/FZRSB

Téma €. 1: Mineralni vyzZiva rostlin

Teoreticky uvod

Téma mineralni vyZiva rostlin se zabyva otazkami, jak rostliny ziskavaji mineralni latky a jak tyto mineralni
Ziviny vyuzivaji. V ramci fyziologie rostlin se jedna o jedno z nejdulezitéjsich témat. Jednd se o klicovou
oblast fyziologie s praktickym dopadem zejména v zemédélstvi, kdy jsme schopni ovliviiovat velmi vyrazné
vynosy hospodarsky vyznamnych plodin.

Jako autotrofni organismy jsou rostliny schopny pfeménovat anorganické latky jako oxid uhlicity, kyslik a
vodu na organické za vyuZiti energie ze slunec¢niho zareni. Ostatni prvky rostliny ziskavani prevazné z pady.
Dle mnoZstvi v susiné rostliny jsou tyto esencialni (nezbytné, nezastupitelné, nenahraditelné) anorganické
prvky oznacovany jako makrobiogenni prvky (makroelementy) nebo mikrobiogenni prvky (mikroelementy).

RozliSujeme také tzv. benefiéni prvky.

Ptijem Zivin je zprostfedkovan predevsim kofeny, v mensi mite taky listy (napf. aplikaci hnojiva na listy).
Ke koteni se Ziviny dostavaji difusi, hromadnym tokem s pohybem vody nebo intercepci (kofeny prordstaji
do substratu, kde jesté nebyly Ziviny odéerpany).

Nedostatek esencidlnich mineralnich latek plsobi zpomaleni az zastaveni rlistu, poruchy vyvoje nebo se
mohou projevit specifické symptomy — Zloutnuti list, purpurové zabarveni okrajl listli, skvrnitost listd,
cernani vegetacnich vrcholl atd. Nedostatek kteréhokoli z esencidlnich prvkd je pro existenci rostliny
limitujici. NejCastéji se mlZeme setkat s deficienci dusiku, fosforu a drasliku (feSenim je pouzZivani NPK
hnojiv), méné castym je nedostatek mikroprvkd. Nepfiznivé plsobi také nadbytek Zivin, v krajnim pfipadé
hovofime o toxicité. Vztah mezi rychlosti fyziologického procesu a dostupnosti konkrétni Ziviny viz Obr. 1.

maximum

09maxma -~ \

relativni rychlost fyziologického procesu

dostatek toxicky
az nadbytek
nadbytek
kriticky
obsah

relativni obsah Ziviny

Obr. 1 Zavislost rychlosti tvorby susiny, ristu nebo jiného fyziologického procesu na obsahu prislusné Ziviny v rostliné (prevzato z
Prochdzka a kol., 1998)
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Makrobiogenni prvky jsou v susiné obsazeny v mnozstvi vétSim nez 1000 mg na 1 kg. Jedna se o zakladni
chemické prvky, které rostliny potrebuji ve vétsich mnozstvich pro svij rlst, vyvoj a reprodukci. Tyto prvky
tvori stavebni kameny dualezZitych organickych molekul, jako jsou bilkoviny, nukleové kyseliny, a sacharidy,
a podileji se na klicovych fyziologickych procesech.

Tab. 1 Prehled makrobiogennich prvkd, jejich zastoupeni, forma a uloha v rostlinném organismu

Makroprvek | Zastoupeni | Forma Funkce

C 45 % CO,, HCOs Zakladni slozka rostlinné organické hmoty

0] 45 % 0,, H,0 Zakladni slozka rostlinné organické hmoty

H 6 % H,O Zakladni slozka rostlinné organické hmoty

N 1,5% NOs,, NH,* Soucast organickych uhlikatych slou¢enin — AMKx,
amidy, proteiny, NK++, nukleotidy, koenzymy atd.

K 1,0% K Kofaktor enzymd, regulace vodniho rezimu rostlin,
otevirani a zavirani priduchd

Ca 0,5% Ca** Zpevnéni bunécné stény, zachovani permeability
membran, reguldator bunééné odpovédi, aktivace
enzym

Mg 0,2% Mg?* Slozka chlorogylu, pfenos fosfatd, aktivator enzymi

P 0,2% H,PO4, HPO, * Slozka fosfolipid(l, NK*, ATP a koenzymu

S 0,1% SO4* Slozka protein( (napf. cystein), koenzymf

* aminokyseliny
** nukleové kyseliny

Mikrobiogenni prvky jsou v susiné obsazeny v mnoZstvi mensim nez 100 mg. Ackoliv jsou poZadovany
pouze ve stopovych mnozZstvich, hraji kliCovou roli v fadé enzymatickych a metabolickych procest.
Nedostatek nebo nadbytek téchto prvkd muze vést k zavaznym fyziologickym porucham v rostlinach.

Tab. 2 Prehled mikrobiogennich prvkd, jejich zastoupeni, zdroj a funkce

Mikroprvek | Zastoupeni | Forma Funkce

cl 0,01 % (ol Fotosyntetické reakce — vyvoj kysliku

Fe 0,01 % Fe3* Cytochromy a nehemové proteiny pro fotosyntézu,
dychani a fixaci N2

B 0,006 % H3BOs, HBOs%, | Tvorba bunééné stény — prodluzovani bunék

H,BOs', B4O72_

Mn 0,005 % Mn?2* Kofaktor a aktivator enzymu

Zn 0,002 % Zn* Podil na syntéze chlorofylu, kofaktor a aktivator
enzym(

Cu 0,0006 % Cu? Kofaktor redoxnich enzymdi, soucasti prenasece
plastocyanin

Ni <0,0001% | Ni** Kofaktor enzymi dusikového metabolismu

Mo <0,0001% | MoOs* Kofaktor enzymi dusikového metabolismu

Beneficni prvky, které nejsou pro rostliny esencialni, ale jsou poZadované nékterymi druhy. U ostatnich
mohou byt prospésné, napft. stimuluji rast. Jednd se o prvky jako je kiemik, sodik, kobalt a selen. Nap¥. sodik
se uplatnuje v rostlinach s fotosyntézou C4 a CAM, kde v extrémné nizké koncentraci pUsobi pfi fixaci oxidu
uhli¢itého. Kfemik se hromadi v rostlinach v podobné polymer( kyseliny kiemicité, inkrustuje bunécéné
stény a dodava jim pevnost. Naptiklad preslicka obsahuje v susiné az 16 % kiremiku.

Pokusné rostliny jsou vétSinou péstovany v jinych nez pudnich substratech. Divodem je S$patnd
definovatelnost zeminy a tim i problematicka reprodukovatelnost experimentu. Casto se pouziva kultivace
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v Zivnych roztocich, tzv. hydroponie. V tomto uspofadani jsou rostliny vétsSinou uchyceny v oblasti krcku
a jejich kofeny jsou omyvany roztokem s definovanym obsahem Zivin. Jinou variantou hydroponické
kultivace je uchyceni rostlin v relativné inertnim materialu jako SiO; pisek, perlit nebo mineralni vata.
PFi in vitro kultivacich v tkafiovych kulturach se pouZziva Zivny roztok ztuzeny pomoci agaru.

Metoda hydroponické kultivace byla vyuZivana i pro identifikaci esencidlnich prvkd, zejména
u zemédeélskych plodin. Rlznych variant biotestll na pokusnych rostlindch je velmi casto vyuZivano
v mnoha oblastech rostlinné biologie. Pfikladem biotestd pouzivanych v LRR UP & AV CR mize byt
amarantovy a kalusovy test pro sledovdni cytokininové aktivity sledovanych latek nebo fazolovy
internodiovy test pro hodnoceni brassinosteroidni aktivity latek.

Zdroje:
Prochdazka a kol. Fyziologie rostlin. Academia Praha 1998 (kapitola Vodni provoz, autor J. Santricek)

Taiz, L. and Zeiger, E. Plant Physiology. Sinauer Associates, Inc., Publichers. 2002.
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Ukol

Zjisténi vlivu deficience vybranych makroprvki na rist a morfologické charakteristiky rostlin rajéete
prostiednictvim kultivacniho biotestu

Rostlina ke svému optimalnimu rlstu potfebuje dostatek vSech esencialnich Zivin, véetné makro i
mikroelementd. Jeji vyvoj je vidy omezen Zivinou, ktera je v prostfedi pfitomna v nejmensim mnozZstvi (tzv.
zakon minima). Pfi jejim nedostatku se objevuje syndrom deficience, tedy soubor viditelnych pfiznak, jako
je zpomaleny rust, morfologické zmény, zména zbarveni i zasychani listl. Tyto projevy jsou specifické pro
kazdou Zivinu v zavislosti na jeji funkci v rostliné a moznostech jeji recyklace v rostlinném organismu. Pro
vyvolani a studium deficience se ¢asto vyuziva kultivace rostlin v Zivném roztoku, ze kterého je cilené
odstranén néktery z esencidlnich prvk.

V tomto experimentu byly rostliny péstovany v Hoaglandové Zivném roztoku, ktery obsahuje anorganické
soli a je navrzen tak, aby rostlindm poskytoval vSechny klicové esencidlni prvky v optimalnim mnoiZstvi. V
kazdé varianté viak byl zdmérné vynechan jeden prvek, ¢imz byla rostlina vystavena jeho nedostatku.

Rostlinny material: semena rajéete jedlého (Solanum lycopersicum L.) odrida Tornado F1
Pomitcky: kvétinace, vermikulit, sada automatickych pipet se Spickami
Chemikalie: destilovand voda, zasobni roztoky mikro —a makroprvk

Postup:

1. Pred zacatkem cviceni doplfite navdzky a koncentrace do tabulek.

2. Pripravte HoaglandUv Zivny roztok a jeho prvek deficientni varianty (VSechny soucasti Hoaglandova
roztoku se rozpoustéji v malém objemu destilované vody samostatné a ndsledné se slucuji do
pozadovaného objemu.).

3. Do kvétinace vloZte netkanou textilii, naplrite kvétinace do % vermikulitem a dostate¢né navlhcete.
4. Zasadte semena rajcat tésné pod povrch vermikulitu.

Rostliny budou po vykliceni kultivovany za standardnich podminek ve skleniku. Po dosaZeni dostatecného
vzrlstu budou rostliny zalévany jednotlivymi variantami Zivného roztoku.

Hoaglandiiv kompletni Zivny roztok (pH 6,7)

Ca(NO3),.4H,0 940 mg/I
MgS04.7H,0 520 mg/I
KNO; 660 mg/I
NH4H2PO4 120 mg/I
H3BOs 2,8 mg/I
MnS0;.H,0 2,38 mg/I
CuS0,4.5H,0 0,1 mg/I
ZnS04.7H,0 0,22 mg/I
(NH4)6M07024.4H,0 | 0,1 mg/I
H,504 (0.1M) 0,1 mg/I
Fe EDTA 5 ml/l

500 ml zasobniho roztoku Fe EDTA (pfipraveno vedoucim cviceni)
Chelaton3 | 3,725g/0,5L
FeS04.7H,0 | 2,725g/0,5 L

Smés nechame michat na magnetické michacce pres noc pfi teploté 80°C. Skladujeme v lednici.
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Zasobni roztok mikroprvkt (100x koncentrovany), / hodnoty dopocitejte

HsBO3 mg/|
MnS04.H,0 mg/|
CuS04.5H,0 mg/|
ZnS04.7H,0 mg/I
(NH4)6sM07024.4H,0 mg/I

Pti pfipravé deficientnich variant Hoaglandova roztoku, kde chceme odstranit konkrétni prvek (napf.
fosfor), mlze dojit k tomu, Ze spolu s danou slouc¢eninou odstranime i dalsi dulezité prvky. Naptiklad pokud
chceme vytvofit fosfor-deficientni variantu a odstranime NH4H,PO4, roztok ochudime i dusik, ktery je v této
slouceniné pritomen ve formé amonného iontu (NH4*).

Abychom zachovali potfebné mnoiZstvi dusiku, musime jej doplnit jinou chemikadlii, kterd neobsahuje
fosfor. Typicky se pouZivaji alternativni zdroje dusiku (napf. siran amonny). Podobnda nahrada se provadi i
u dalsich prvkd, kdy je potfeba zajistit, aby odstranéni jedné latky nevedlo k deficitu jinych Zivin nezdmérné.

Zasobni roztoky Hoaglandova Zivného roztoku a deficientnich variant (5x koncentrované), ~ hodnoty

dopocitejte
Kompletni N-deficientni (7 %) | P=deficientni (0 %) | M.W.

Ca(N0s),.4H,0 mg/I mg/l | 235,15
MgS04.7H,0 mg/I mg/I mg/| | 246,48
KNO3 mg/| mg/l | 101,11
NH4H2POA4 mg/I mg/I 115,03
Kompenzacni zdrojNa D
CaCl, mg/! 110,99
K2SO04 mg/| 174,27
(NH4),S04 mg/l | 132,14
Pridavné roztoky
Mikroprvky 100x | 50 ml/I 50 ml/I 50 ml/I
H.S04 (0,1 M) 0,5 ml/l 0,5 ml/l 0,5 ml/I
Fe EDTA* 5 ml/l 5ml/l 5ml/l

* Fe EDTA v objemu 5ml/I se do roztok( pridava az po jejich nafedéni tésné pred pouzitim

Vyhodnoceni experimentu - 11. tyden semestru

1. Vyfotte a popiste fenotyp rostliny s diirazem na velikost, barvu a celkovou vitalitu.
2. Opatrné vyjméte rostliny z kvétinace, ocistéte korenovy systém a rostliny zvazte, kofeny a nadzemni

¢asti rostlin zvIast.

3. Zmérite délku prytu i kofenu, zapiste pocet odnoZi.

4. Vramci skupiny sdilejte nasbirand data a porovnejte rostliny péstované v deficientnim roztoku

s kontrolnimi podminkami.

< Do protokolu

Obrazek 1: Fotografie kontrolni a stresované rostliny (sdilejte v ramci skupiny).
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Tabulka 1: Namérené hodnoty, véetné smérodatnych odchylek (prlimérna délka nadzemni casti,
primérna délka korend, priimérna hmotnost nadzemni ¢asti a primérna hmotnost koren()

Graf 1: Srovnani délek nadzemni a podzemni ¢asti rostlin péstovanych kompletnim a N- /P-deficietnim
roztoku.

Graf 2: Srovnani hmotnosti nadzemni a podzemni &asti rostlin péstovanych kompletnim a N- /P-
deficietnim roztoku.
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Téma ¢. 2: Organogeneze in vitro

Teoreticky tvod

Fyziologické procesy v rostlinach jsou fizeny rlznorodymi nizkomolekularnimi latkami, které jsou na
zakladé ucinné koncentrace déleny na dvé skupiny: rostlinné hormony (fytohormony) pusobici ve velmi
nizkych koncentracich (10® az 10° M) a rGstové reguldtory, jejichz ulinek se projevi pftivyssich
koncentracich (od 10-5 M). Obé skupiny reguluji napfiklad rist a vyvoj rostlin, diferenciaci bunék a pletiv,
vyvoj organ(, pohyby stomat, reakce na vnéjsi podminky, bioticky a abioticky stres. Mezi rostlinné hormony
patti auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisovd, ethylen a strigolaktony. Mezi latky s regulacni
aktivitou nalezi brassinosteroidy, jasmonaty, kyselina salicylovd, polyaminy, oligosacharidy a fenolické
latky. Rlstové a vyvojové procesy v rostlinach jsou navzajem propojeny a jsou ovliviiovany vzajemnym
plsobenim fytohormonl a latek s regulacni funkci.

Cytokininy a auxiny jsou zasadni pro Zivotaschopnost rostlin. V nasem cvi¢eni se budeme vénovat
organogenezi rostlin in vitro a budeme sledovat vliv cytokininG a auxin( na vyvoj rostlinnych organg.

Auxiny

Kyselina indol-3-octova (IAA, indole-3-acetic acid) a kyselina indol-3-mdaselna (IBA, indole-3-butyric acid)
jsou prirozené se vyskytujici auxiny v rostlinach. Pfikladem syntetickych auxin( jsou kyselina naftyloctova
(NAA, 1-naphtaleneacetic acid) nebo kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D).

Syntéza auxinl probiha predevsim v burnikach stonkového a kofenového apikalniho meristému, odkud jsou
vzniklé auxiny transportovany polarné, podle polohy specifickych transportnich proteinG. Timto zplsobem
se vytvari auxinovy gradient v kofeni. Auxiny ovliviuji prodluzovani bunék a déleni bunék kalusu (v
pfitomnosti cytokinin(). Stimuluji diferenciaci vodivych pletiv z prokambia, aktivuji kambium, rist ploda,
vyvoj embrya, zakladani lateralnich i adventivnich koren( a udrzuji apikalni dominanci. Auxiny reguluji riist
rostliny v reakci na vnéjsi podnéty - tropismy (napft. gravitropismus, fototropismus).
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Obr. 2 Chemické struktury pfirodnich auxini kyseliny indol-3-octové (IAA), kyseliny 4-chlorindol-3-octové (4-Cl-IAA), kyseliny
fenyloctové (PAA) a kyseliny indol-3-mdselné (IBA) a syntetickych auxint kyseliny 1-naftalenoctové (NAA), kyseliny 2-(2,4-dichlorfenox
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Cytokininy

Pfirozené se vyskytujici cytokininy v rostlinach jsou N6-substituované derivaty adeninu. V zavislosti na
typu postranniho retézce se déli na isoprenoidni a aromatické. NejcastéjSimi isoprenoidnimi cytokininy jsou
trans-zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ) a N°®-(A%-isopentenyl) adenin (iP). Z aromatickych cytokininG se v rostlindch
vyskytuji benzyladenin (BA) a jeho hydroxy a metoxy derivaty. Kinetin (K, furfuryladenin) patti taktéz
mezi aromatické cytokininy, ale doted byl identifikovan hlavné u Zivocichd. Pro laboratorni uUcely je
pfipravovan synteticky. Cytokininovou aktivitu maji také nékteré derivaty fenylmocoviny napt. thidiazuron
(TDZ), difenylmocovina (DPU), 1-(2-chloro-4- pyridyl)-3-fenylmocovina (CPPU), které se vsak v rostlinach
prirozené nevyskytuiji.

U vyssich rostlin jsou cytokininy syntetizovany predevsim v délicich se pletivech. Aktivuji déleni bunék v
meristémech, stimuluji tvorbu chloroplastll i syntézu fotosyntetickych barviv, oddaluji senescenci list( a
odbourdvani chlorofylu. Snizuji apikalni dominanci, aktivuji vyvoj axilarnich pupen(, coZ se projevuje
vétvenim nadzemnich ¢asti rostlin. Inhibuji prodluzovani kofend a internodii, zvétsuji plochu listl, reguluji
transport a mobilizaci Zivin v rostlinach. Cytokininy jsou také vylu¢ovany patogennimi organismy (bakterie,
hmyz, hlistice) a hraji vyznamnou roli i v nékterych symbiotickych procesech, napf. pfi tvorbé hlizek pro
fixaci vzdusného dusiku (bakterie Rhizobium).

N N N
NX N N
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Obr. 3 Chemické vzorce zdkladnich cytokininovych bazi: iP — N6-(A2- izopentenyl)--adenin, tZ — trans-zeatin, DHZ — dihydro-zeatin,
oT —orto-topolin, mT — meta-topolin, BAP — 6-benzylaminopurin.

Ethylen

Ethylen je jediny plynny hormon. Plsobi hlavné na vyvoj a zrani plodd a opad list(. V kli¢nich rostlinach
ve tmé vyvolava tzv. troji efekt (triple response): podporuje radidlni rist hypokotylu (kratky a silny
hypokotyl), inhibuje pozitivné-geotropicky rist kofen( (kratky kofen) a zplsobuje tvorbu apikalniho hacku.
Stimuluje tvorbu kofenovych vlasku, epinastii listd, urychluje senescenci, zkracuje dormanci a podporuje
zrani duznatych plod(, coZ se vyuZiva hlavné u banan(, jablek, hrusek, rajcat, fikd ¢i broskvi. Inhibitory
tvorby ethylenu se v praxi pouzivaji k prodlouzeni trvanlivosti fezanych rostlin.

H H
/

Obr. 4 Strukturni vzorec ethylenu.
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Kyselina abscisova

Je zapojena predevsim v reakcich na stres. Jeji Ucinky jsou Casto antagonistické vici giberelinim,
cytokinindm a auxinlm. PUsobenim kyseliny abscisové dochazi k zavirani prlduch(, reguluje zrani
a dormanci semen, dormanci pupenll a havozuje senescenci listd nezavisle na ethylenu.

Obr. 5 Strukturni vzorec kyseliny abscisové.

Gibereliny

Jedna se o chemické slouceniny odvozené od diterpent, které se znaci GA s ¢iselnym indexem popisujicim
poradi identifikace dané latky. Obecné gibereliny stimuluji rdst stonku u druhi s listovou rlzZici a u trav,
pozitivné reguluji kliceni semen, podporuji rdst a vyvoj plodu, tvorbu pylu a rist pylové lacky. Fyziologické
ucinky jsou druhové specifické a velmi se lisi. Gibereliny i inhibitory jejich biosyntézy se pouzivaji hojné v
praxi, napt. proti polehavani stébel obili (inhibitory) nebo ke zvySovani nasady kvétld a plodl (napf. u révy
vinné).

Obr. 6 Struktura GAs (kyseliny giberelové).

Brassinosteroidy

Jedna se o steroidni hormony regulujici prodluzovani a déleni bunék, podporujici diferenciaci xylému
a vyvoj lateralnich kofend. Pomahaji zachovat apikalni dominanci, urychluji senescenci, podileji se na rlistu
pylové lacky a vyvoji samcich reprodukénich orgadnd a stimuluji kliceni semen. Jsou zapojeny v reakcich na
biotické (patogeny) a abiotické stresy (zasoleni, sucho, aj.).

HO,,

HO™

Obr. 7 Brassinolid, prvni izolovany brassinosteroid.
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Jasmonaty

Jako jasmondty oznacujeme predevsim kyselinu jasmonovou a jeji methylester, methyljasmonat. Tyto
latky ovliviuji expresi rfady genl zapojenych v obrannych reakcich (poranéni, napadeni herbivory
a patogeny), inhibuiji riist a stimuluji senescenci. Methyljasmonat je tékava latka slouZici ke komunikaci mezi
rostlinami na daném stanovisti.

o) o)
OH N CHa

Obr. 8 Struktura kyseliny jasmonové a methyljasmondtu.

Kyselina salicylova

Fenolicka sloucenina hrajici klicovou roli v obrannych reakcich rostlin (biotrofni patogeny, hmyz sajici na
rostlinach, sucho, zasoleni). Tento hormon je zapojen do regulace kveteni, termogeneze, kliceni semen,
vyvoje klicicich rostlin, rlstu bunék a zaviradni praducht. Dale ovliviiuje fotosynteticky aparat, propustnost
membran a aktivitu rady enzyma.

@] OH

OH

Obr. 9 Strukturni vzorec kyseliny salicylové.

Strigolaktony

Jednd se o nejmladsi identifikovanou skupinu fytohormond. Strigolaktony maji dvé hlavni funkce — jsou
endogennimi hormony kontrolujicimi vyvoj rostliny a za druhé jsou soucasti kofenovych exsudatt (latky
vyluCované rostlinnymi koreny), které podporuji symbiotické interakce mezi rostlinami a puddnimi
mikroorganismy. V pfipadé parazitickych rostlin stimuluji jejich kli¢eni, pokud se nachazi v tésné blizkosti
hostitelského kofenového systému.

Strigolaktony podporuji rlst a tvorbu vyhonk, vétveni kofen(, kliceni semen, arbuskularni mykorhizu,
délku internod(, druhotné tloustnuti a urychluji starnuti listd.

OH

Obr. 10 Struktura strigolu.
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Ukol
ZaloZeni explantatovych kultur tabaku, sledovani vlivli cytokininti a auxinti na jejich vyvoj

Rostliny péstované v in vitro podminkach potrebuji vhodna média obsahujici vsechny dullezité slozky pro
optimalni rlst — vodu, mikroprvky a makroprvky, vitaminy, aminokyseliny, nebo dalsi zdroje dusiku,
sacharidy a rlistové regulatory. Jedno z nejznaméjsich a nejpouzivanéjsich médii je Murashige & Skoog (MS)
médium.

Na pripravu 1| MS média se smichaji koncentrované roztoky a chemikalie (Tab. 1), upravi se pHna 5,6 - 5,8
(pomoci KOH) a nakonec se doplni roztok na 1 | destilovanou vodou. V pfipadé pripravy pevného média se
prida agar (8 g/l). (Pripraveno vedoucim cviceni)

Tab. 3 SloZeni MS média (Murashige T & Skoog F (1962) A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco tissue
cultures. Physiol. Plant 15: 473-4).

0,5 | zasobni roztok

MS Major salts 11 MS média obsahuje

(20x koncentrovany)

NH4NO; 1650 mg 16,5¢g
KNO; 1900 mg 19¢g
CaCl,.2H,0 440 mg 44¢g
MgSO, x 7H20 370 mg 3,78
KH,PO4 170 mg 1,78
. - . 0,5 | zasobni roztok
MS Minor salts 11 MS média obsahuje (200x koncentrovany)
H3BO; 6,2 mg 620 mg
MnSO, x 4H,0 22,3 mg 2230 mg
ZnS0O,4 x 7H,0 8,6 mg 860 mg
Kl 0,83 mg 83 mg
Na*MoO* x 2H20 0,25 mg 25mg
CoCl, x 6H,0 0,025 mg 2,5mg
CuSO,4 x 5H,0 0,025 mg 2,5mg

0,5 | zasobni roztok

MS Vitaminy 11 MS média obsahuje (200x koncentrovany)
Thiamin 0,1 mg 10 mg
Niacin 0,5mg 50 mg
Glycin 2,0mg 200 mg
Pyrodoxin 0,5 mg 50 mg

Zelezo, zasobni 200x koncentrovany roztok (50 ml)

0,373g Na,EDTA se rozpusti v 25 ml dH20.
0,278g FeSO, x 7H,0 se rozpusti v 25 ml dH20.
Za stdlého michani a pfihfivani roztoku Na2EDTA postupné pridavej roztok FeSO, za

vzniku Zlutooranzového Cirého roztoku Zeleza.

Poznamka: Priprava zasobnich roztokt rostlinnych hormont

IAA: Do Cisté mikrozkumavky navazte 3 mg IAA (MW=175,19 g/mol), rozpustte v malém mnoiZstvi Cistého
ethanolu a doplnte teplou destilovanou vodou na objem 10 ml. Kinetin: Do Cisté mikrozkumavky navazite 3 mg
kinetinu (MW=215,22 g/mol), rozpustte ho v kapce 1M NaOH, doplrite destilovanou vodou na konec¢ny objem 10
ml.
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7+ Pracovni postup

1. Mnoizstvi pfipraveného média pro celou skupinu sdéli vedouci na za¢atku cviceni.

2. Dle Tab. 4 dopocitejte objemy fytohormond.

Tab. 4 Pipetovdni zdsobnich roztoku rostlinnych hormont do MS média (falkony 1 —4).

Rostlinny Cislo roztoku
hormon 1 2 3 4 5
Pipetovani zasobnich roztokd IAA 1ml 0,lml | 0,01ml | Oml Oml
hormond do 100 ml média kinetin | 0,2ml | 0,02 ml 2ml 02ml | Oml
Pipetovani zasobnich roztoku IAA
hormonl do ...... ml média kinetin
Vysledna koncentrace hormon( v IAA
MS médiu (uM) kinetin

3. Vysterilizované MS médium s agarem rozehrejte v mikrovinné troubé tak, aby byl roztok zcela
rozpustén. V ochrannych rukavicich preneste médium do predem ptipravenych laminarnich

box(.

4. Pracujte za sterilnich podminek v laminarnim boxu.
5. Ptipravte si sérii sterilnich falkon (1-4 dle jamek v destiéce), kontrolni médium bez hormonu

(5) budete pipetovat ptfimo z lahve.

6. Oznacte jamky v desticce Cisly dle Obr. 11.

Obr. 11 Schéma rozmisténi jednotlivych roztoki na sesti jamkové desce.
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7. MS médium rozlijte do oznacenych plastovych falkon a napipetujte fytohormony dle Tab. 4.

8. Pripravené roztoky peclivé promichejte a rozpipetujte po 5 ml do jamek na desce. MS médium

nechte zatuhnout.

9. Listy sterilniho tabdku, nareZte pomoci sterilnich nastroji na malé explantaty (¢tverecky o plose

cca1lcm?).
10.

vyhodnotte.

< Do protokolu

Obrazek 1: Fotografie desticky pfi ukonceni experimentu.

Tabulka 1: Dopocitané objemy pouZitych fytohormont
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Nafezané explantaty po jednom pokladejte do jamek desticky a lehce zanofte do média, aby se
spodni strana listu dotykala média celou plochou.
11. Explantaty kultivujte po dobu 4-6 tydnl v kontrolovanych podminkach, nasledné experiment




Téma C. 3: Senescence

Teoreticky uvod

Senescence je vysoce fizenym vyvojovym procesem programované degradace vedouci ke smrti, ktery je
iniciovan rliznymi vnitfnimi (napr. fytohormony, stari, fyziologicky stav) a vnéjsimi (napf. svétlo, teplota,
patogeneze, dostupnost vody) faktory. BEhem tohoto procesu z(stavaji buriky Zivotaschopné a dochazi k
expresi specifickych genU. Pfi senescenci dochazi k zastaveni fotosyntézy, rozpadu chloroplastt a proteind
spole¢né s poklesem obsahu chlorofylu a aminokyselin. Viditelnym projevem senescence a jednim z jejich
indikator( je pak zména barvy listu, zpravidla Zloutnuti, vyvolana degradaci chlorofylu. Chlorofyl vsak neni
jedinym rostlinnym pigmentem, k jehoZ degradaci v pribéhu prirozené i indukované senescence dochazi.
Degradovany jsou rovnéZ karotenoidy — karoteny a xantofyly, v pfipadé chlorofylu ale probihd rozklad
zpravidla ve vétsi mife, coz ma za ndsledek Zluté zbarveni senescentnich list(.

Cytokininy jsou velice duleZitou skupinou rostlinnych hormont. Po chemické strance tvofri pfirozené se
vyskytujici cytokininy homogenni skupinu derivat(i N®-substituovaného adeninu. Cytokininy Ize rozdélit v
zavislosti na povaze N°-substituentu (postranniho fetézce) na dvé skupiny: isoprenoidni (iP, DHZ, tZ a cZ) a
aromatické (BAP).

Cytokininy ovliviuji celou fadu vyvojovych a fyziologickych procesi, jako je bunécné déleni, vznik
aregenerace organd, apikdlni dominance, de-etiolizace, metabolismus Zivin, obrana vUc¢i patogenim
a listova senescence. V pribéhu senescence dochazi ke snizeni obsahu cytokininG v rostlinach. Exogenni
aplikaci ¢i zvySenim jejich endogenni hladiny je mozné senescenci oddalit. Ke stanoveni biologické aktivity
cytokininG jsou pouZivany tfi standardni biotesty — amaranthovy, kalusovy a senescencni. V téchto
biotestech je hodnocena aktivita latky v daném fyziologickém procesu.

Senescencni biotest je zaloZzen na schopnosti cytokininG oddalovat degradaci chlorofylu (typicky znak
senescence). Je provadén na listech rostlin pSenice (Triticum aestivum L.) starych sedm dni, kdy jsou jejich
prvni listy jiz pIn& vyvinuté a druhé listy za&inaji rst. Spi¢ky prvnich listd jsou oddéleny a bazalni stranou
ponofeny do roztoku testovaného cytokininu. Segmenty jsou takto inkubovany ve tmé (standardné po dobu
96 h), poté jsou z nich extrahovany pigmenty a jejich obsah je spektrofotometricky stanoven.

Extrakt fotosyntetickych pigmentd ze zelenych ¢asti vyssich rostlin obsahuje zejména chlorofyl a, chlorofyl
b a smés karotenoidl (p-karoten a xantofyly). Pro zjisténi obsahu chlorofylu a a b v acetonovém extraktu
se pouzivd méreni absorbance ve vybranych vinovych délkach. K naslednému vypoctu obsahu pigmenta z
namérenych hodnot absorbance jsou vyuzivany napt. Lichtenthalerovy rovnice. Obsah pigmentl v listech
je mozné uvadét v jednotkach mnoiZstvi (mol) nebo hmotnosti (kg, g, mg) vztaZzenych na jednotku plochy
listu, jednotku Cerstvé hmotnosti nebo susiny, pfipadné i na jinou vztaznou velic¢inu (napf. celkovy obsah
proteind, objem listu atd.).
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Ukol

ZaloZeni senescencniho biotestu

Rostlinny material: sedmidenni rostliny pSenice (Triticum aestivum L.) péstované za definovanych
podminek (16h den, 23°C/ 8h noc, 18°C)

Pomticky: tfeci miska s tlouckem, skalpel, nizky, pipety, $picky, spektrofotometr, mikrozkumavky, kyvety,
pravitko, milimetrovy papir, centrifuga, folie, lihovy fix, Spachtle, parafilm, uzaviratelny box

Chemikalie: MgCOs, 80 % aceton, zasobni roztok kinetinu (102 M) v DMSO

~+ Pracovni postup: Priprava experimentu pro vyhodnoceni senescencniho testu

1.

Naredit zasobni roztok cytokininu na pozadované koncentrace (1uM, 10 uM, 100 uM) pro celou
skupinu.

. Mikrotitraéni desti¢ku obalit parafilmem. Perforovat parafilm ve vybranych pozicich. Do jamek

mikrotitracni desky napipetovat 200 pl roztok( kinetinu nebo dH,O0.

. Z listli pSenice oddélit segmenty o délce 5 cm (méreno od Spicky listu). Pro kazdou experimentalni

podminku v replikatu 10 listd.

. Listy vlozit mezi folii a milimetrovy papir a vyfotit nebo obkreslit pro vypocet plochy na

milimetrovém papire.

. Listy umistit fezem do pftislusného roztoku v jamkach mikrotitraéni desticky tak, aby se dotykaly

dna.

.Desku opatrné umistit uzaviratelného boxu, a do temnostniho inkubatoru po dobu 96h, do

vyhodnoceni v dal$im cviéeni jsou listy zalivany vodou (zabezpecuje vyucujici).

~ Pracovni postup: Stanoveni plochy listu a stanoveni po¢atecniho obsahu pigmentt

7.

Pro vypocet plochy listu pouzijte dva kontrolni listy, které vioZite mezi folii a milimetrovy papir a
vyfotite, pro vyhodnoceniv programu Imagel (FlJI), nebo misto vyfoceni obkreslite a vypocitate dle
plochy na milimetrovém papire.

8. Ze dvou kontrolnich listll pfipravte acetonovy extrakt.

9.

a. Listy rozstfihejte a vloZte do treci misky, pfidejte Spetku MgCO; a dlkladné rozetrete
tlou¢kem.
b. Pridejte 1 ml 80 % acetonu a homogenizujte, obsah misky nasledné slijte do popsané
mikrozkumavky (pracujte rychle, aceton se odparuje).
c. Misku vyplachnout 1 ml 80 % acetonu a obsah znovu slit do mikrozkumavky (zmérte objem
ve zkumavce).
Centrifugace po dobu cca 5 min., max rpm, t = 4°C.
Odpipetujte supernatant do cisté, popsané zkumavky.
f. Na spektrofotometru zméfit absorbanci pfi vinovych délkdch 646.8 a 663.2 nm v
jednocentimetrové kyveté. Jako BLANK pouZijte rozpoustédlo.
g. Supernatant pripadné ziedte tak, aby absorbance pfivinové délce 663.2 nm byla v rozmezi
0.4 - 0.8 (zapisSte t si pfesny objem supernatantu a ziedéni).
Z namérenych hodnot absorbanci (A) v pfislusné vinové délce stanovte obsah pigmentd v listech
v pocatku experimentu.

Chl (G+b) =7,15 (Aesg,z) + 18,71 (A545,g) [ugmll]
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Ziskanou hodnotu [pgxml-1] vynasobit celkovym objemem extraktu [ml] a podélit hodnotou listové
plochy [cm2] — vysledek je hodnotou obsahu chlorofylu na plochu v jednotlivych listovych segmentech
[ugxem-2].

Ukol

/- Vlyhodnoceni biotestu a extrakce pigmenti (7 dni po zaloZeni testu)
1. Vizudlné zhodnotit senescencni biotest. Z kazdé podminky vyberte 4 reprezentativni listy (dva
replikaty po 2 listech) pro vypocet plochy listu a pfipravu extraktu.
2. Vybrané listy opét vloZite mezi folii a milimetrovy papir a vyfotite, pro vyhodnoceni v programu
Imagel (FIJI), nebo misto vyfoceni obkreslite a vypocitate dle plochy na milimetrovém papire.
a. Listy rozstfihejte a vloZte do tfeci misky, pridejte Spetku MgCOs a dikladné rozetrete
tlou¢kem.
b. Pridejte 1 ml 80 % acetonu a homogenizujte, obsah misky nasledné slijte do popsané
mikrozkumavky (pracujte rychle, aceton se odparuje).
c.  Misku vyplachnout 1 ml 80 % acetonu a obsah znovu slit do mikrozkumavky (zmérte objem
ve zkumavce).
Centrifugace po dobu cca 5 min., max rpm, t = 4°C.
Odpipetujte supernatant do Cisté, popsané zkumavky.
f. Na spektrofotometru zméfit absorbanci pfi vinovych délkach 646.8 a 663.2 nm v
jednocentimetrové kyveté. Jako BLANK pouZijte rozpoustédlo.
g. Supernatant pfipadné zfedte tak, aby absorbance pfi vinové délce 663.2 nm byla v rozmezi
0.4 - 0.8 (zapiSte t si pfesny objem supernatantu a ziedéni).
3.Z namérenych hodnot absorbanci (A) v prislusné vinové délce stanovte obsah pigmentl v listech
v senescencnim biotestu

Chl ((J+b) =7,15 (Assg,z) +18,71 (A646.8) [ugmll]

Ziskanou hodnotu [ugxml-1] vyndsobit celkovym objemem extraktu [ml] a podélit hodnotou listové
plochy [cm2] — vysledek je hodnotou obsahu chlorofylu na plochu v jednotlivych listovych segmentech

[ugxecm-2].

~ Pracovni postup: Vypocteni plochy listu — domaci ukol

Pro vypocitani obsahu chlorofylu v listech je nutné znat jeho plochu.
1. Stadhnéte si na PC Imagel (FUI) ( https://imagej.net/downloads ) a nainstalujte.
2. V programu si otevrete fotky listll pSenice ze cviceni.
3. ZméFte pocet pixelll na plose 1 cm?:
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https://imagej.net/downloads

a. Pres ,Straight line” vybrat 1 cm na milimetrovém papiru a zméfit jeho délku v pixelech
(alespon 3x, pak spocitat pramér): zalozka Analyze > Measure.

gl Ojojc|ofE 4]::A | A|x 0B Qe s]|a]” »

'Straight*, segmented or freehand lines, or amows (right click to switch)

3 _- ]
l’ﬁle Edtt Image Process Analyze Plugins Window Help

4 Results - T
File Edit Font Results
[ larea Jiengn | :
1 4700 4628
2 4300 4219
3 4500 4441

b. Nastavit méfitko (kolik pixell je 1 cm): zalozka Analyze - Set scale.

c. Nastavit co chcete méfit: zadlozka Analyze - Set measurements - Area.
Pfes ,Polygon selection“ oznadit obvod prvniho listu a zméfit jeho plochu (opakovat
pro ostatni listy).

» ;nle Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
OoJ@ ol 4N A& o Qleds|a”] | |>

File Edit Font Results
larea | =
186

4. Sectéte plochu dvou listli pouZitych pro jeden extrakt.
5. Vypocitejte mnoZstvi chlorofylu na listovou plochu.

Listova plocha ABS pfi A (nm) Obsah
(cm?) Objem Koncentrac | chlorofyl
extraktu | Redéni | 663,2 | 646,8 | e chlorofylu una
Druhlistua |0.den | 7.den (ml) a+b (ug/ml) plochu
roztoku listu
(ng/cm?)
Kontrola 1
2
3
4
1pMkin |1
2
10uMkin |1
2
100 pM kin | 1
2

< Do protokolu

Obrazek 1: Fotografie desticky na zacatku experimentu.

Obrazek 2: Fotografie desticky pfi vyhodnoceni experimentu.

Vypocty: Koncentrace chlorofylu a + b, obsahu chlorofylu na plochu listu, fedéni kinetinu.

Tabulka 1: Namérené a vypocitané hodnoty.

Graf 1: Listova plocha, porovnani den 0 (kontrola) a den 7 (vSechny podminky), véetné chybovych
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usecek.
Graf 1: Obsah chlorofylu, porovnani den 0 (kontrola) a den 7 (vSechny podminky), véetné chybovych
usecek.
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Téma ¢. 4: Kliceni
Teoreticky uvod

Kliceni zacina rGstem kofinku, ktery po urcitou dobu brzdi rdst nadzemni ¢asti (plumuly). U dvoudéloZnych
rostlin rozliSujeme epigeické (asimilacni) a hypogeické (zasobni) kli¢eni.

U jednodéloznych rostlin je vytvoren zakrnély epiblast a za vlastni délohu je povazovan tzv. Stitek
(scutellum). Stitek je d@lezity pro ¢erpani vyzivnych latek z endospermu a pro metabolismus fytohormond.
U trav (jednodéloZznych), vyrasta nejprve radikula a teprve pozdéji plumula krytd kapovitym primarnim
listem — koleoptili. Dle mista tvorby auxinu, jeho transportu a aktivniho plsobeni se rostliny déli na tzv.
kliéni typ ovesny a kli¢ni typ lupiny s pfechodnymi formami.

Proces kliceni startuje pfijmem vody semenem — hydrataci pletiv semene. Dochazi ke zvySeni intenzity
dychani. Po dobu asi 24 hodin pfevaZuje anaerobni dychani. Probouzi se enzymatickd ¢innost a mobilizuji
se zasobni latky semene, které jsou nasledné transportovany do zarodku.

Jednou ze zasobnich latek endospermu semen je $krob. Skrob slouii jako rezerva energie a uhlikatych
latek pro heterotrofni fazi ristu kliceni rostliny. P¥i kli¢eni je skrob enzymaticky $tépen cinnosti amylas na
jednodussi, transportovatelné a metabolizovatelné formy cukri. Tyto amylasy jsou produkovany
aleuronovou vrstvou a scutellem embrya. Jako nahradni substrat amylas miZeme pouZit skrob-agarové
plotny. Aktivita amylas je ndsledné prokazana obarvenim plotny Lugolovym roztokem.

Zasobni latky semene

Skrob

Na jeho Stépeni se podileji zejména a-amylasy, B-amylasy a maltasy. Syntéza a-amylas souvisi s
biosyntézou kyseliny giberelové, kterd probiha ve Stitku embrya a pozdéji v celém embryu. Embryo uvoliuje
gibereliny do aleuronové vrstvy endospermu, kde se aktivuji geny pro syntézu hydrolytickych enzym(. Ty
jsou potom transportovany z aleuronové vrstvy do endospermu.

Tuky

Jsou rozkladany lipdzami na mastné kyseliny a glycerol. Mastné kyseliny jsou ddle Stépeny na acetyl Co-A,
ktery vstupuje do citratového cyklu. Glycerol je vyuZit v metabolismu sacharidd.

Bilkoviny

Jsou Stépeny proteasami na jednotlivé aminokyseliny, které jsou nasledné vyuzity k syntéze novych
katalytickych, strukturnich a regulacnich proteind. Jako substrat pro syntézu purinovych a pyrimidinovych
heterocyklll se aminokyseliny podili na tvorbé dusikatych bazi a nékterych fytohormond.
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Ukol
Amylasa jako exoenzym klicnich rostlin

Rostlinny materidl: naklicenad semena olejnin, lusténin nebo obilovin

Pomicky: Skrob-agarové plotny, Petriho misky, preparaéni pomaicky
Chemikalie: Lugoltv roztok, skrob, agar
-+ Pracovni postup:

1. Pro vsechny skupiny pfipravte médium pro pfipravu Skrob-agarové plotny.
a. Pipravte 10 ml 1% $krobového mazu. Skrob rozsuspendujte ve studené vodé, nasledné
podporte zahfatim v mikrovinné troubé.
PFipravte 90 ml 2% roztoku agaru.
Roztoky smichejte a pfivedte k varu v mikrovinné troubé.
d. Smichany roztok vylijte na sklenéné Petriho misky. Pfi okamzitém pouZiti plotny neni nutné
ji sterilizovat.
2. Skalpelem podélné rozfiznéte semena a umistit je fezem na Skrob-agarovou plotnu, aby se plochou
dotykaly.
3. Po 20 minutach odejméte seminka a Skrob-agarovou plotnu prevrstvéte tenkou vrstvou Lugolovym
roztokem (fedéno 1:99), inkubujte po dobu 2 minut.
4. \Vyfotte, vizualné zhodnotte a vysvétlete zmény na Petriho miskach.

o T

" Do protokolu

Obrazek 1: Fotografie Petriho misky po prevrstveni Lugolovym roztokem, popis jednotlivych semen.
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Téma C. 5: Respirace

Teoreticky uvod

Bunécné dychdani — respirace, je aerobni nebo anaerobni proces biologické oxidace organickych latek za
Ucelem zajisténi energie pro burku. Pfi dychdni za aerobnich podminek je koneénym produktem CO; a voda.
Pfi nedostatku O, dochazi k vnitrobunéénému dychani a substraty respirace se odbouravaji jen na nizsi
oxidac¢ni produkty (etylalkohol, kys. octovou, kys. propionovou, kys. mléénou). Mnozstvi ziskané energie je
pak podstatné nizsi. Nedostatek kysliku podminiuje u rostlin kvasné procesy, které mohou buriky zpocatku
tolerovat, po urcité dobé vsak hynou. Burika je schopna regulovat intenzitu degradace substratu v zavislosti
na vnéjsich podminkach (Pasteurlv efekt).

Aktivita respirace se vyjadfuje spotfebou O, nebo produkci CO,. Z jejich objemU miZeme usuzovat na
druh prodychavaného substratu. Pomér objem( CO,/0; se nazyva respiracni koeficient (RQ).

U prevainé vétsiny rostlinnych tkani jsou respiraénim substratem glycidy. Na kaidou molekulu
prodychané glukdzy je spotifebovano 6 molekul O a pfi pIné oxidaci substratu, az na CO; a vodu, se uvolni
stejny pocet molekul CO,. RQ je v tomto pfipadé roven jedné. Hodnoty RQ nejsou pro vsechny typy
rostlinnych tkani stejné. Méni se v zavislosti na stavu tkané, na vnéjSich podminkdach a zejména v zavislosti
na prodychavaném substratu. Jsou-li prodychavané latky energeticky bohatsi nez cukry (tuky, bilkoviny) je
spotfeba O tkani vyssi nez produkce CO; a RQ dosahuje hodnot mensich neZ jedna. Takové poméry ve
vymeéné plynU Ize zjistit pfi kliceni semen bohatych na tuky (semena Inu, slunecnice, atd.). Po prodychani
pritomnych glycidd po dvou az tiech dnech kliceni, klesa RQ téchto semen aZ na hodnotu 0,3.

Respiraéni koeficient dosahuje nizSich hodnot nezZ jedna také v tom pfipadé, je-li prodychdvany substrat
oxidovan jen z ¢asti na néjaky meziprodukt, napf. tuky na cukry, cukry na organické kyseliny. Prodychdvaiji-
li rostlinné tkdné substraty energeticky chudé s vysokym obsahem kysliku v molekule, dosahuje RQ hodnot
vétsich neZ jedna (dozravajici plody).

Hodnota RQ vidy vzristd, kdyzZ je dychani tkané spojeno s kvasenim. K tomu dochazi v podminkach
ztizeného pristupu 02 k vnitfnim tkanim, nebo pfi snizeni jeho koncentrace v okolni atmosfére.

Intenzita dychani zavisi na fyziologickém stavu rostlin a organl. Vysokou intenzitu dychani vykazuji
predevsim rostouci pletiva (meristémy, kofenové vlaseni) a organy (prasniky, blizny). U plod( dychaji
nejintenzivnéji periferni pletiva (dostatek kysliku). Vysokou intenzitu dychdni maji téz klicici semena.
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Ukol

Stanoveni respiracniho koeficientu

Rostlinny material: naklicena semena olejnin, lusténin nebo obilovin

Pomticky: barika se specialni zatkou, filtraéni papir, byreta, sklenéna ,U” trubice, Chemikalie: 20 % KOH
-+ Pracovni postup

1. Do banky vlozit semena jednoho druhu, zaplrite cca do % az 3/4.
2. Banku napojte na manometricku trubici a byretu dle schématu (Obr. 12).

Obr. 12 Schéma aparatury pro stanoveni spotfeby 02 a CO2

3. Ujistéte se, Ze je aparatura dobfe utésnéna.

4. Po ustaleni tlaku v aparatufe zaznamenat polohu menisku v manometrické trubici, cca 3 minuty.

5. Zménu objem( plynl stanovte po 20 minutach respirace. Dopousténim destilované vody z byrety
se vyrovnaji hladiny v manometrické trubici. Rozdil objemu odecist ze stupnice byrety. Timto
zpUsobem zjistime celkovou spotfebu O, a produkci CO, (hodnota A).

6. Cistou spotiebu O, (hodnota B) zjistite méFenim za p¥itomnosti KOH v barice.

7. Do jiz pfipravené banky vlozte filtracni papir 2 x 2 cm namoceny v 20 % KOH a opét uzaviete.
Zaznamenejte polohu menisku v manometrické trubici. KOH fixaci eliminuje CO; z prostoru banky.
Zménu objem{ plynd stanovit po 20 minutach respirace.

8. Produkci CO; stanovit odectenim hodnoty A od hodnoty B. Respiracni koeficient stanovit dle vzorce

_ V(CO2Z) hodnotaB—A
"~ V(02)  hodnota A

" Do protokolu

Sdilejte své vysledky s kolegy v ramci cvieni a porovnejte transpiracni koeficienty semen s riznymi typy
zasobnich latek (v pripadé replikatd, zahriite smérodatné odchylky).

Vypocet: respiracniho koeficientu.

Tabulka: Vypocitané hodnoty RQ.
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Téma C. 6: Transpirace

Teoreticky tvod

Vodni provoz rostlin zahrnuje pfijem vody z okolniho prostredi, vedeni vody v rostliné a vydej do okolniho
prostredi. V pripadé, Zze se je voda vydavana ve formé vodni pdry, nazyva se transpirace. Vodni provoz
rostlin je neodmyslitelné spjaty s dalsimi daleZitymi procesy jako je pfijem mineralnich latek, transport latek
v rostling, fotosyntéza a stabilizace teplotnich pomér( v rostliné i jejim okoli.

Molekula vody je mala a jako celek elektroneutralni, aviak silné polarni. Diky své polarité je voda schopna
vytvaret intermolekuldrni interakce s jinymi polarnimi molekulami a uc¢inné je rozpoustét. Voda ma vysoké
specifické teplo, tedy vyZzaduje velké mnoiZstvi energie ke zvySeni své teploty, coZ spolu s vysokym
skupenskym teplem vyparovani pfispiva k tlumeni teplotnich vykyv(. Tyto vlastnosti umoznuji udrzovani
teplotni stability a teplotni rovnovahy uvnitf rostliny.

Rostliny vodu neustdle pfijimaji i ztraceji. Na dlouhé vzdalenosti je voda v rostliné transportovana
hromadnym tokem, zatimco pfi pohybu na kratké vzdalenosti a v plynné fazi se uplatiiuje difuze. Zakladnim
mechanismem pfijmu, udrZeni i vydeje vody v rostliné je osmdza.

Hlavnim mechanismem vydeje vody rostlinou je transpirace. Pfi transpiraci je voda vylu¢ovdna do
prostredi v plynném skupenstvi, zatimco vydej kapalné vody se nazyva gutace. V mezofylu listu vznikd vodni
para, kterd se odparuje z povrchu vodnich kapek v mezibunécnych prostorach houbového parenchymu.
Rostlinu pak opousti pres kutikularni vrstvu (transpirace kutikularni) nebo stérbinou priduchd (transpirace
stomatarni). Na svétle u vétSiny rostlin stomatdrni transpirace mnohonasobné prevySuje transpiraci
kutikularni (vyjma CAM rostlin). Transpirace (kutikularni i stromatarni) se charakterizuje jeji rychlosti a je
vyjadfovdna jako mnoiZstvi vody (mol, g nebo |), které se odpafi z jednotkové listové plochy (dm2) za
jednotku casu (s). Rychlost transpirace je diky priduchim proménliva, zavisi na mnoha komplexné
pUsobicich vnéjsich i vnitfnich faktorech, mezi které patfi dostupnost vody v ptdé, potfeba a dostupnost
CO2 pro fotosyntézu, teplota, vihkost a proudéni vzduchu v atmosfére.

Priduchy jsou stézejni pro vyménu plynd. Ovliviiuji difuzni vodivost listu a tim také vydej vody ve formé
pary pfi transpiraci. Zajistuji také pfijem oxidu uhli¢itého pro fotosyntézu. Jestlize jsou priduchy uzaviené,
probiha fotosyntéza jen ve velmi malé mite. Priduch je otvor v epidermis, jeZ je ohrani¢en dvéma svéracimi
bunkami (Obr. 13).

thin cell wall

epidermal cell

stoma

chloroplast nucleus

(turgid/ high pressure)

guard cell
(flaccid/low pressure)

Stoma Open Stoma Closed

Obr. 13 Otevreny a zavreny priduch. (Science Learning Hub, 2026)

Jedna se o specialni typ pokozkovych bunék, které na zakladé zmén objemu vody umoZnuji zménu
velikosti tzv. priiduchové Stérbiny. ZvétSeni objemu (zvySeni turgoru Umérné prijmu vody) svéracich bunék
plsobi otevieni stomat, zatimco smrstovani (sniZeni turgoru Umérné ztraté vody) svéracich bunék je
pric¢inou jejich uzavreni. Prliduchy reaguji na celou fadu vnéjsich i vnitfnich podnét(:
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Svétlo

Obecné plati, Ze za normalnich podminek jsou pradduchy na svétle oteviené, ve tmé se zaviraji. Rostlina
nema v noci, kdy neprobiha fotosyntéza, potfebu prijimat CO2 a nedochazi tak ani ke zbyte¢nym ztratdm
vody. Svétlem aktivované protonové pumpy Cerpaji protony (H*) ven ze svéracich bunék a dochazi k
depolarizaci membrany bunék, coz ma za nasledek vtok iontll K* a CI" dovnitf. Tim vzroste osmoticky
potencidl v cytosolu, burika nasava vodu a zvysi se turgorovy tlak. Por je otevreny.

Rostliny s CAM metabolismem, jako jsou kaktusy nebo sukulenty, maji praduchy pfes den uzavieny. U
téchto rostlin jsou fixace CO2 a dalsi faze fotosyntézy cCasové oddéleny. Jde o adaptaci na extrémni
podminky poustnich oblasti.

Co;

Rostliny reaguji na snizeni koncentrace CO2 v mezibunécnych prostorach listu otevienim priduchd.

Vlhkost vzduchu

Priduchy pfimo ovliviiuje vlihkost okolniho vzduchu. Rostliny se tim brani nadmérnym ztratam vody.

Vodni potencial rostliny

Je-li rostlina vystavena pladnimu suchu, transpirace zacne pfevaZzovat nad prijmem vody kofeny a klesa
vodni potencidl. Rostlina reaguje na tento stav syntézou fytohormonu — kyseliny abscisové. Ta se
transportuje k membranam svéracich bunék priduchl, kde se vaZe na receptor. Je spusténa signalni
kaskada vedouci k toku K* a Cl" iontd ven z bunék, coZ vede ke sniZzeni osmotického potencialu a uzavreni
praduchu. Rostliny mohou reagovat i na velmi kratkodobé zmény vlhkosti pldy. Kyselina abscisova je
syntetizovana také v kofenech, odkud je rychle transportovana xylémem do listli, kde indukuje zavieni
praduchd. Rostlina tak sniZi intenzitu transpirace mnohem dfive, nez by mohla byt ohroZena nedostatkem
vody v pletivech.

} oteviréni priduchd
} zaviréni priduchd,.-”*

£
s
g 2
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o
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vychod poledne zépad
slunce slunce

Obr. 14 Denni pribéh transpirace pfi postupném zhorsovdni zdsobovdni rostliny vodou (1-4) s vyznacenim podilu stomatdrni a
kutikuldrni transpirace. Pro mnoho rostlin je typicky poledni pokles, ktery je zplisobeny omezenim zdsobovdni vodou. Teckované je
vyznacen.
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Ukol &. 1
Stanoveni rychlosti transpirace vazkovou metodou
Jednou z moZnosti méreni rychlosti transpirace rostliny je vazeni odfiznutych list( (lvanovova metoda).
Tato metoda vychazi z predpokladu, Ze list nékolik minut po odtrZzeni transpiruje normalnim zplsobem jako
na intaktni rostliné. Po urcité dobé (desitky minut) dochazi k uzavirani priducha a list dale transpiruje pouze
pres kutikulu (kutikularni transpirace).
Rostlinny material: listy muskatu (Pelargonium sp.)
Pomiicky: Skalpel, vahy, stopky
7+ Pracovni postup
1. Zrostliny skalpelem odfizneme vétsi list a okamzité zvaZzime. List dale opakované vazime kazdych
5 minut po dobu jedné hodiny.
2. Sestrojime spojnicovy graf zavislosti ztraty vody (v miligramech) na Case.

3. Vypocitdme rychlost transpirace, kterou vyjadiime jako hmotnost transpirované vody v
miligramech na

a) 1 g cerstvé hmotnosti za 1 hodinu
b) 1 dm? listové plochy za 1 hodinu

Ukol &. 2

Stanoveni rychlosti transpirace pomoci odmérného valce
Rostlinny material: pryty rajcete (Solanum lycopersicum L.)
Pomticky: Skalpel, vahy, stopky, odmérny valec, rostlinny olej

~ Pracovni postup

1. Odmérny vélec naplnime pfiblizné do poloviny vodou.

2. Odfizneme pryt nebo dostatecné velkou odnoz rostliny a okamzité zvazime.

3. Oddélenou ¢ast rostliny vioZime do odmérného valce tak, aby byl konec stonku ponofen v roztoku.
4

. Hladinu roztoku v odmérném vdlci opatrné prevrstvime olejem a zapiSeme presnou vysku vodniho
sloupce.

5. Po 60 minutach ode¢teme mnoZstvi vytranspirované vody, zaznamenejte si hodnotu vodniho
sloupce.

6. Rychlost transpirace vyjadiime jako hmotnost vytranspirované vody v gramech na 1 g Cerstvé
hmotnosti za 1 hodinu.

Ukol &. 3

Pozorovani stavu listovych priduch listti umisténych na svétle a ve tmé
Rostlinny material: listy fikusu (Ficus benjamina)

Pomtcky: mikroskop, bezbarvy lak, prihledna izolepa, podlozni sklicko

~+ Pracovni postup
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1. Naspodni stranu listu rostlin umisténych na svétle a ve tmé naneseme tenkou vrstvu bezbarvého laku
a nechame zaschnout.

2. Zaschly lak prelepime izolepou a otisk strhneme.

3. Mikroskopem pozorujeme priduchy rostlin umisténych na svétle a ve tmé.

Ukol €. 4

Pozorovani fezu listem
Rostlinny material: listy fikusu (Ficus benjamina)
Pomtcky: mikroskop, Ziletky, podloZni a kryci sklo, Pasteurova pipeta, bezova duse

Postup:

1. Zhotovime tenky pfic¢ny fez listem fikusu, poloZime na podloZni sklicko, zakdpneme vodou a
prekryjeme krycim sklickem.
2. Preparat pozorujeme pod mikroskopem, provedeme ndakres fezu listem a popiSeme.

" Do protokolu

Vypocet: Rychlosti transpirace — a) 1 g &erstvé hmotnosti za 1 hodinu, b) 1 dm? listové plochy za 1 hodinu
Graf 1: Zavislost ztraty vody v zavislosti na ¢ase

Obrazek 1: Praduchy za svétla

Obrazek 2: Praduchy za tmy.

Tabulka 1: Pocty a procentudlni zastoupeni otevienych a zavienych prlduchd listl rostlin umisténych na
svétle a ve tmé (ze 3 zornych poli).

Obrazek 3: Pficny fez listem muskatu.

40



Téma C. 7: Fyziologie stresu
Teoreticky uvod

Kazda rostlina musi béhem svého Zivota Celit vliviim okolniho prostredi (teplotni vykyvy, mineraini
deficience, nedostatek svételného zareni, poskozeni, infekce atd.), které lze souhrnné oznacit jako
environmentalni stres. Rostliny si proto vyvinuly celou fadu adaptacnich a aklimatiza¢nich mechanismd,
které jim umoznuji aktivné reagovat na danou situaci. Nékdy ale mira stresového faktoru prevysuje
prizplsobivost rostliny a dochazi k fyziologické nerovnovaze, jejimz typickym dusledkem je nadprodukce
reaktivnich kyslikovych derivat(i (ROS — Reactive Oxygen Species; napt. H,0,, Oz-, HO:).

Tyto vysoce reaktivni molekuly jsou schopny oxidovat nukleové kyseliny, enzymy, receptory i
membranové lipidy, a proto musi byt rostlinnou burikou ROS aktivné eliminovdny. Systém antioxidacni
ochrany rostlin zahrnuje nizkomolekuldrni antioxidanty, mezi néZ patfi kyselina askorbova, a-tokoferol,
karotenoidy, glutathion a fenolické latky, a ddle antioxidaéni enzymy, jako jsou superoxiddismutaza,
kataldza a peroxidaza. Jedna z moZznych variant soucinnosti vySe popsanych sloZzek na eliminaci peroxidu
vodiku je uvedena na Obr. 1. Vzhledem k urychlenym zméndm Zivotniho prostfedi a jejich dopadu na
rostlinnou produkci je vySe popsany antioxidacni aparat velmi intenzivné studovan.

Cytosol Vakuola/Apoplast
NADPH GSSG  AsA > AsA PhO-+H,0
GR § POX

NADP+ GSH DHA «—— DHA<—MDHA  PhOH + H,0,

Obr. 1: Predpokladany mechanismus antioxidaéniho pidsobeni fenolickych Idtek v rostlinné burice. AsA,
askorbat; DHA, dehydroaskorbdt; PhO-, fenoxyl radikdl (-O°); PhOH, fenolickd Idtka; GSH, redukovany
glutathion; GSSG, oxidovany glutathion; GR, glutathionreduktasa; MDHA, monodehydroaskorbdt; POX,
peroxidasy; (Sgherri et al., 2003).
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Ukol

Stanoveni peroxidace membranovych lipidi a celkovych fenolickych latek v rostlinach rajéete
vystavenych deficienci dusiku a fosforu.

Stanoveni peroxidace membranovych lipid( je zaloZeno na kvantifikaci markeru oxidativniho poskozeni
membran — malondialdehydu (MDA). Vznikly MDA tvofi s kyselinou thiobarbiturovou (TBA) cerveny
komplex s absorpénim maximem pfti vinové délce 532 nm. Komplex MDA-TBA Ize kvantifikovat na zakladé
znamého extinkéniho koeficientu 155 mM™cm™. ProtoZe TBA nereaguje pouze s MDA, ale i s dal$imi
produkty peroxidace, je vhodnéjsi misto ,stanoveni MDA“ uzivat oznaceni ,stanoveni TBARS“
(ThioBarbituric Acid Reactive Substances). Z kvantitativniho hlediska predstavuje MDA kolem 90 % TBARS
a proto jsou obé zkratky bézné uzivany jako synonyma.

Stanoveni celkovych fenolickych latek (TPC — Total Phenolic Content) je zaloZeno na reakci ,fenolickych
latek” s Folin-Ciocalteu ¢inidlem. Modré zbarveni vznikajiciho polymerniho komplexu je dlisledkem redukce
Folin-Ciocalteu cinidla (snizenim oxida¢niho ¢isla molybdenu). Intenzita zbarveni se méri
spektrofotometricky pfi 750 nm. Kvantifikace je zaloZena na srovndni vzorku se standardem kyseliny gallové
a proto se vysledky uvadi v ekvivalentech kyseliny gallové (GAE — Gallic Acid Equivalents).

ProtoZe Folin-Ciocalteu Cinidlo nereaguje specificky s fenolickymi latkami, ale s vétSinou redukujicich
molekul (napf. kyselina askorbova), vyjadfuji namérena data spiSe antioxidacni kapacitu vzorku. TPC je
proto vyborné korelovan s ostatnimi testy pro stanoveni antioxidaéni kapacity.

Rostlinny material: rajce (Solanum lycopersicum; Lycopersicum esculentum)

Potieby a chemikalie: pinzeta, nlzky, vahy, pipety, eppendorfky, kulovy mlynek, homogenizaéni kulicky,
centrifuga, termoblok, 2N Folin-Ciocalteu Cinidlo, TBA, kyselina trichloroctovd, Na,COs, methanol a kyselina
gallova.

~ Pracovni postup

1. Do mikrozkumavek navazte 50 mg listl rajcete a homogenizujte 5 minut na kulovém mlynku spolu
s 1 ml 80% methanolu.

2. Mikrozkumavky centrifugujte (13400 rpm, 4 min) a odeberte extrakt (supernatant).

3. Prostanoveni celkovych fenolickych latek napipetujte 60 pL extraktu do eppendorfky a dopliite do
500 pL destilovanou vodou. K takto zfedénému extraktu napipetujte 25 L Folin-Ciocalteu Cinidla
(2N), roztok protiepejte, dopipetujete 975 uL 2% Na,COs, a znovu protiepejte.

4. Obdobné ptipravte jednotlivé body kalibracni fady, pouze namisto rostlinného extraktu napipetujte
5, 10, 30 a 100uL 0.02% kyseliny gallové.

5. Roztoky nechte inkubovat pfi laboratorni teploté 30 minut.

6. Na spektrometru zmérte absorbance jednotlivych roztokd pti 750 nm.

7. Pro stanoveni MDA napipetujte 400 pL extraktu do mikrozkumavky, pridejte 200 uL roztoku
obsahujiciho 0.1% kyselinu trichloroctovou a 0.5% TBA. Roztoky protfepejte a inkubujte 30 minut
pfi 95 °C. Po inkubaci nechte vychladnout a znovu odstfedte na centrifuze (13400 rpm, 4 min).

8. Zmérte absorbance roztoku pfi vinové délce 532 nm s korekci pfi 600 nm.

Vyhodnoceni:

1. Vypocditejte koncentraci MDA ve vzorcich pomoci vztahu A =c . £ .| (kde A je absorbance, ¢ je
koncentrace, € je molarni extinkéni koeficient a | je optickd draha) a vyjadrete ji v nmol.g-1 FW
(Fresh Weight (FW) - Cerstva hmotnost rostlinného materialu).

2. Metodou linedrni regrese vytvorte kalibracni pfimku pro kyselinu gallovou a vypocitejte obsah
celkovych fenolickych latek vyjadreny v pug GAE.g-1 FW.
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3. Srovnejte miru poSkozeni bunéénych membran v kontrolnich a stresovanych rostlindch. Souvisi tyto
hodnoty s mnozstvim celkovych fenoll (antioxidacni kapacitou) v rostlinach?

<) Do protokolu
Graf 1: Kalibra¢ni pfimka pro kyselinu gallovou.
Vypocet: Stanoveni MDA (méreni pfi 532 nm)

Graf 2: Stanoveni celkovych fenolickych latek u rostlin vystavenych deficienci vody, fosforu, dusiku a
kontrolnich rostlin (véetné chybovych usecek).

Graf 3: Stanoveni peroxidace membranovych lipidd u rostlin vystavenych deficienci vody, fosforu, dusiku a
kontrolnich rostlin (véetné chybovych usecek).

Otazky:

Co mize zplisobit zmény klimatu?

Vznikaji ROS v rostlinné burice i za normalnich podminek? Jakym zplsobem?

Jakou funkci maji membranové lipidy a co je disledkem poskozeni bunécnych membran?

Jaké znate pfirodni antioxidanty?
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Téma C. 8: Percepce cytokininového signalu
Teoreticky uvod

K percepci a nasledné transdukci cytokininového signalu v rostlinach dochazi pomoci tzv.
dvouslozkové signalni drahy (two-component system, TCS), ktera je velmi podobna signalnim draham
prokaryot a nizSich eukaryot. Cytokininové receptory jsou lokalizovany v plasmatické membrané a v
endoplasmatickém retikulu rostlinné bunky, kde tvofi dimery. Funkéné jde o histidinkinasy. Princip
prenosu signdlu spociva v postupném prenosu fosfatu cestou histidin = aspartat = histidin - aspartat.
Poté, co je cytokinin rozeznan extraceluldrni doménou receptoru (CHASE doména - Cyclase/His kinase-
Associated Sensory Extracellular domain), dochazi ke konformacni zméné receptoru spojené s
autofosforylaci histidinu jedné z intracelularnich domén receptoru a naslednému prenosu fosfatu na
aspartat druhé =z intraceluldrnich domén. Fosfat je ddale dopraven malym proteinem, tzv.
fosfotransmiterem, do jadra, kde dochazi k fosforylaci jadernych proteini s funkci transkripcnich faktord
(regulatory odpovédi typu B), které reguluji expresi genli zapojenych v reakcich na cytokininovy signal
(Obr. 1).

Prvni cytokininové receptory byly objeveny a popsany u husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana).
Vsechny tfi receptory, CRE1/AHK4 (WOL), AHK2 and AHK3, predstavuji strukturné podobné
histidinkinasy s molekulovou hmotnosti nad 100 kDa. Aby bylo mozné blize identifikovat vlastnosti
receptorl a jejich ligandd, byl vyuZit poznatek o podobnosti dvouslozkové bakterialni a rostlinné signaini
drahy na konstrukci heterologniho systému.

Bakterie Escherichia coli (E.coli) se Casto pouZziva k expresi rekombinantnich protein( (proteini z
jiného organismu). Jeji vyhodou je snadna, levnd a rychld kultivace, nevyhodou neschopnost fady
posttranslacnich modifikaci. Kédujici sekvence rekombinantniho proteinu je nejprve vloiena do
vhodného vektoru a po ovéreni jeho sekvence je konstrukt transformovan do hostitelského kmene E.coli.

Pavodni bakteridlni draha zacind osmosenzorem RcsC (histidinkinasa). Po rozpoznani
specifického signdlu dojde v nukleoidu k expresi operonu cps a nasledné tvorbé kapsuldrniho
polysacharidu. Transgenni kmen E.coli KMIO01 ma mutované geny pro RcsC (ArcsC) a cps. Zaroven
konstitutivné exprimuje fuzni gen cps::lacZ a cytokininovy receptor CRE1/AHK4, neseny vektorem pINIII.
Po lokalizaci CRE1/AHK4 do plazmatické membrany bakterie dojde k heterologni komplementaci
pGvodni bakteridlni signalni drahy. Za pfitomnosti cytokininu v kultivaénim mediu dochazi k jeho
percepci receptorem CRE1/AHK4 a nasledna transdukce signalu vede k expresi lacZ genu. Gen lacZ kéduje
enzym B-galaktosidasu, jehoz aktivita je snadno stanovitelna pomoci chromogenniho (X-Gal; 5-Bromo-
4-Chloro-3-Indolyl  8-D-Galactopyranoside), ¢i  fluorogenniho  (MUG;  4-methylumbelliferyl
galactosid/galactopyranosid) substratu.
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Originalni cesta v ResD/YojN @ ® Cytokinin-zavisl4 cesta
divokém typu E.coli v AresC , cps::lacZ
mutant E.coli

CK receptor

\] exprese

cps operon cps::lacZ

MUG X-Gal
B-galactosidasa
4-methylumbelliferon galaktosa

+ +
galaktosa 5-bromo-4-chloro-3-hydroxyindol

dimerizace
oxidace

5,5 -dibromo-4,4’-dichloro-indigo

Obr. 1: Propojeni bakteridlni a rostlinné signdlni drahy

Obr. 2: Priklad kriZového roztéru. 1. naneseni kultury a prvni roztér = pak Zihani klicky (vZdy nechat klicku
ochladnout); 2. pfes prvni roztér vedeme druhy roztér = Zihdni; 3. pfes druhy roztér vedeme tfeti roztér -
Zihani; 4. zakonc¢ime smyckou/vinovkou
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Ukol

Stanoveni ligandové specifity rostlinného cytokininového receptoru k rliznym testovanym latkam

Material: transgenni kmen E.coli (KMI001/pINIII-AHK4; ArcsC; cps::lacZ), 100uM roztoky trans-zeatin (tZ),

trans-zeatin ribosid (tZR), NO-(A2-isopentenyl)adenin (iP), benzyladenin (BA), adenin (Ade), 100%
dimethylsulfoxid (DMSO), X-Gal (20 mg/ml), pevné M9 médium.

-+ Pracovni postup

1.

Na pfipravu 140 ml M9 média rozehrejte v mikrovinné troubé 105 ml sterilni vody s 2,1 g Bacto-
agaru (pozor, povolte vicko na lahvi, aby mohla unikat para a nedoslo k prasknuti lahve).
Pfeneste do lamindrniho boxu, dejte michat na magnetické michacce a postupné
pridavejte:

28 ml 5xM9 soli 280

1M MgSO,

2,8 ml 20% D-glukdzy

0,7 ml 20% hydrolyzatu kaseinu (Casamino acids)
140 ul 0,1 M CaCl,

3,08 ml sterilni vody

5 35 ml

Po ochlazeni na cca 50°C pfidejte antibiotikum ampicilin (vysledna koncentrace 50 pg/ml) a
dobfe promichejte.

Rozlejte M9 médium do Petriho misek (20 ml/misku) a nechejte ztuhnout.

Na povrch ztuhlého média napipetujte 20 pl testované latky (tZ, BA, Ade, tZR, iP, v pfipadé
kontroly 100% DMSO), 40 pl roztoku X-Gal a bakteriologickou hokejkou do sucha rozetrete po
povrchu média.

Bakteriologickou klickou inokulujte kfizovym roztérem (Obrazek ¢. 2) kulturu E. coli
KMI001/pINIII-AHK4. Mezi kazdym roztérem dakladné oplachnéte bakteriologickou klicku
v 70 % ethanolu a vyzihejte v plameni nad kahanem. Pozor, klicku nechte vzdy vychladnout!
Petriho misky priklopte vicky, uzaviete parafilmem a popisSte (datum, bakteridlni kultura,
testovana latka, jméno skupiny).

Kultivujte pfiblizné 40 hod pfi 25°C (po kultivaci Ize do vyhodnoceni uskladnit pfi 4°C ve tmé).
Vyhodnotte intenzitu zbarveni samostatnych kolonii u jednotlivych testovanych latek.

" Do protokolu

Obrazek: Fotografie Petriho misky s koloniemi E. coli kultivovanymi na médiu s textovanymi latkami
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Téma €. 9: Percepce cytokininového signalu
Teoreticky uvod

Enzymy jsou bilkoviny, vyjimecné nukleové kyseliny, které katalyzuji chemické reakce probihajici
v Zivych organismech.
Nazvoslovi enzymu

e trividini ndzev (starsi znaceni, nazvy odvozeny od mista vyskytu nebo funkce enzymu, pfipona
-in, napt. pepsin)

e béZny ndzev (nazev substratu nebo katalyzované reakce + pripona -asa; napf. ureasa,
peptidasa)

« systematicky ndzev — presné popisuje katalyzovanou reakci, véetné substratl a kofaktor(;
pravidla pro tvorbu nazvi se mirné lisi pro jednotlivé tfidy (viz dale). Napf. Né-
dimethylallyladenin:akceptor oxidoreduktasa;

o dimethylallyl-difosfat:AMP dimethylallyltransferasa.

Klasifikace enzymui

Enzymy se klasifikuji do sedmi hlavnich tfid podle typu reakce, kterou katalyzuji: oxidoreduktasy,
transferasy, hydrolasy, lyasy (syntasy), isomerasy, ligasy (syntetasy) a translokasy. Numerické klasifikacni
schéma pro enzymy EC (Enzyme Commision), vychazi z klasifikace enzym a vyuziva ¢tyfmistné systémové
Cislo, popisujici zatazeni enzymu v klasifikaci. Klasifikace popisuje tfidu, podtfidu podle vazby, kterou
vytvareji/$tépi, podle pfipadného kofaktoru a podle mista uvnitf skupiny (napf. EC 1.5.99.12). Nepopisuje
individudlni nazvy enzyma ale predevsim tfidy enzym katalyzujici stejné reakce.

Biosyntéza cytokinint

Mistem biosyntézy jsou hlavné aktivné se délici pletiva a meristémy. Nové syntetizované
cytokininy jsou z kofene transportovany akropetalné transpiracnim proudem, vstupuji do postrannich
pupenl a iniciuji rast. Klicovym enzymem biosyntézy cytokininll je adenylat:isopentenyltransferasa (IPT;
EC 2.5.1.27), ktera na adeninovy skelet nukleotidu (ATP, ADP) v poloze N¢ pfipojuje isoprenoidni fetézec.
Obecné se za aktivni formu cytokinin( povazuji volné baze vzniklé preménou ribotidu daného cytokininu
reakci katalyzovanou enzymem LOG (LONELY GUY; cytokininnukleosid 5"-monofosfatfosforibohydrolasa).

Metabolické premény/inaktivace

Hladina bioaktivnich cytokinin v rostlinach je regulovand mirou de novo syntézy, rychlosti
transportu, mirou degradace nebo vznikem a rozkladem cytokininovych konjugatd. Cytokininy mohou byt
inaktivovany konjugaci se sacharidy reversibilné (O-glykosylace) nebo ireversibilné (N-glykosylace).
Degradace

Pfirozené se vyskytujici cytokininy jsou degradovany oxidaci za vzniku adeninu a aldehydu
odpovidajiciho postrannimu fetézci daného cytokininu. Enzymem katalyzujicim oxidaci cytokininl je
cytokininoxidasa/dehydrogenasa (CKX; EC 1.5.99.12). V modelové rostliné huseni¢ku (Arabidopsis
thaliana) bylo detekovano sedm cytokinin-degradujicich enzym( AtCKX, které se lisi svou substratovou
specifitou a lokalizaci v bunice. AtCKX2, AtCKX4 a AtCKX6 nejucinnéji degraduji volné baze N6-(A2-
isopentenyl)adeninu (iP) a trans-zeatinu (tZ), zatimco ostatni preferuji jako substraty jejich glukosidy
a/nebo nukleotidy. Jednotlivé CKX se vyskytuji v riznych kompartmentech buriky, napfiklad v apoplastu,
cytosolu nebo vakuolach. Dosud zndmé CKX patfi mezi oxidoreduktasy obsahujici kovalentné vazany
flavinovy kofaktor (vyjimkou je CKX ze sinice Nostoc sp.) a katalyzujici oxidativni Stépeni cytokinin(
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pouzitim elektronovych akceptorld. CKX enzym muzZe fungovat ve dvojim moddu: jako oxidasa, kde se
elektronovym akceptorem stdva kyslik za vzniku peroxidu vodiku; nebo jako dehydrogenasa, kdyz CKX
redukuje chinony. U¢innymi elektronovymi akceptory pouZivanymi v laboratofi jsou 2,6-dichlorofenol
indofenol (DCPIP), 2,3-dimethoxy-5-methyl-1,4-benzoquinon (koenzym Qo), fenazinmethosulfat (PMS).
Pro ucely tohoto cviceni byl pfipraven rekombinantni enzym z expresniho systému transformovaného
kmene kvasinky Pichia pastoris pGAPaA::AtCKX2. V tomto cvieni bude aktivita enzymu
cytokininoxidasy/dehydrogenasy AtCKX2 sledovdna spektrofotometricky dle dfive popsané metodiky
(Frébort et al., 2002). Metoda je zaloZzena na spojeném redoxnim systému sloZzeném ze zprostredkujiciho
(PMS) a konecného (MTT; 3-(4,5- dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) akceptoru

elektront (Obr. ¢. 1). Vysledkem je tvorba formazanového barviva, coZ se projevi modrofialovym
zbarvenim, které Ize kvantifikovat spektrofotometricky pfi 578 nm.
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iP adenin 3-methylbut-2-enal

HsC HsC

N
| \ / H
N - N*%
=y \\\N
Br Br
MTT (Zluté zbarveni) formazan (fialové zbarveni)

Obr. 1: Prubéh reakce degradace iP enzymem CKX za vzniku formazanu
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Obr. 2: Schematické zndzornéni biosyntézy a degradace cytokininii (iP, tZ). Donor postranniho retézce:
hydroxymethylbutenyl! difosfatu (HMBDP) nebo dimethylallyl pyrofosfatu (DMAPP; upraveno podle Werner

et al., 2009; Ueda et al., 2012)
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Ukol

Degradace cytokinini pomoci enzymu cytokinin oxidasy/dehydrogenasy

Material: Reakéni pufr pro CKX enzym (0,1M KH2PO4, pH 7,4), 35% kyselina octova, PMS (0,67

mg) a MTT (4,55 mg), 10 mM roztoky trans-zeatin (tZ), NO-(A2-isopentenyl)adenin (iP),
benzylaminopurin (BA), adenin (Ade), 100% dimethylsulfoxid (DMSQO) a rekombinantni enzym

AtCKX2.

~+ Pracovni postup

1.

Popiste 2x5 mikrozkumavek o objemu 1,5 ml zkratkami testovanych latek: tZ, iP, BA, Ade,
blank (DMSO).

Do pfipravenych zkumavek napipetujte jednotlivé testované latky po 5 pl.

Do 15 ml zkumavky obalené alobalem vyklepnéte smés PMS+MTT, pfidejte 11 ml
reakéniho pufru a vortexujte do Uplného rozpusténi. Tuto smés pouZijte spolecné s dalsi
skupinou jako reakéni premix. Chrante pred pfimym slunecnim svétlem (zabalit do
alobalu.

Do vSech mikrozkumavek napipetujte 0,5 ml této reakéni smési a zahajte reakci pridavkem
0,5 ml CKX enzymu. Zvortexujte a ihned inkubujte 30 minut pfi 37°C ve tmé. JestliZe jsou
po této inkubaci roztoky latek malo zabarveny, prodluzte inkubaci o 10 minut.

Reakci zastavte pfidanim 125 ul 35% kyseliny octové a promichejte.

Zmérte absorbanci pfi 578 nm a zaznamenejte do tabulky.

Vypocitejte aktivitu enzymu vztazenou na objem: a [pkat/ml]. (Nutno vynasobit 2x, bylo
pouZito 0,5 ml).

Vypocet aktivity [kat]:

Asg Asg pramér a [kat/ml] a [pkat/ml]
Ade
BA
tz
iP
14
A
extxl1 X578
Vv celkovy objem reakce [I]
€ extinkéni koeficient; pro vznikajici formazan je 13000 M-1cm1 s
t Cas reakce v sekundach [s]

I délka optické drahy v kyveté [cm]

< Do protokolu

Vypocet: Aktivita enzymu.
Tabulka 1 - Souhrn ziskanych a vypocitanych hodnot pfi spektrofotometrickém méreni.
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