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Vazeni ucitelé,

obracim se na Vas s prosbou o spolupraci. Jmenuji se Magdalena Ambrozkova a v ramci své
stredoskolské odborné ¢innosti jsem sestavila, vypracovala a vyzkousSela navody na atraktivni
experimenty z biologie. Nechtéla jsem kopirovat pokusy, které se v mirnych obménach uvadeéji
v stredoskolskych ucebnicich biologie, ale prala jsem si vytvorit soubor zajimavych,
inovativnich a v nékterych pripadech i zcela originalnich experimenti. Navody, které jsem
vytvorila, obsahuji i témata zpracovavajici latku, ktera se na stredni Skole uci jen teoreticky, a
praktické pokusy se v ramci stiedoskolského vyucovani bézné nedélaji.
Chtéla bych Vas pozadat, zdali byste nebyli ochotni se zapojit do pedagogického vyzkumu a
nékteré z téchto experimentii otestovat béhem praktické vyuky biologie. O pribéhu testovani
mam tuto predstavu:
¢ z mé nabidky si vyberete né€kolik (tfeba i vSechny) laboratornich tloh
e testovani studenti budou rozdéleni do dvou skupin
Skupina 1) si vyslechne teoreticky ivod do problému (doddm zpracovano do kratké
prednasky v .ppt)
Skupina 2) si vyslechne teoreticky iivod + bude provadét prakticky experiment podle
navodu
e Jesté pred provedenim experimentu obé skupiny studentt vyplni kratky anonymni test,
ktery zmapuje, jak porozuméli dané problematice
e S uréitym casovym odstupem (asi 1 mésic) obé skupiny vyplni kratky test velmi
podobny predchozimu, ktery zmapuje, zda provedeni experimentu prispélo k lepSimu
pochopeni a zapamatovani si dané latky

Ja v soucasné dobé studuji ve 2. roéniku na gymnaziu, takze mé hodnoceni experimentalni
vyuky na stfednich Skolach je pomérné subjektivni. Mé prirodni védy, zejména biologie a
chemie, velmi bavi, a o¢ekavala jsem, Ze béhem studia na stfedni Skole budeme ve skole nabyté
védomosti a znalosti testovat i v praxi. TéSila jsem se, Ze své znalosti z chemie uplatnim
v praktikich z biologie a naopak. Moje oéekavani se ale zatim nenaplnuji.

Od roku 2016 délam korespondenéni seminar inspirovany biologickou tématikou Biozvést.
Semindf ma ro¢né 4 sady ukolt a vkazdé sadé je vzdy i jeden prakticky tkol. Tyto
experimentalni tlohy mé bavily nejvice. Pri jejich vypracovavani se ukazalo, ze mohu délat i
velmi zajimavé a zdanlivé naroc¢né experimenty, aniz bych byla vazana na laborator a
laboratorni vybaveni.

Proto jsem oslovila ,,duchovniho otce Biozvéstu® — Mgr. Stanislava Vosolsobé s dotazem, zda
bych mohla zpracovat tyto praktické tlohy z minulych ro¢niki Biozvéstu a dalsi tematicky
podobné nebo atraktivni ndvody na experimenty do brozury, ktera by byla k dispozici jako
doplnék k praktické vyuce biologie na stiednich skolach.

Inspiraci k provadénym experimenttiim jsem hledala nejen v Biozvéstu, ale v celé fadé uéebnic,
zejména starsich, v navodech k laboratornim cvicenim, v popularizac¢nich ¢élancich a videich,
hlavné zahrani¢nich, které se vénuji popularizaci biologie a chemie.

Vsechny vytipované tlohy jsem predem vyzkousela, optimalizovala a opattila poznamkami
o jejich realizaci, dostupnosti materiald, surovin a chemikalii.

Préce je rozdélena do 6 kapitol, kazdou kapitolu jsem tematicky pojmenovala jako ,Laborator
proto, Ze podobné experimenty se realizuji ve specializovanych laboratotich s prislusSnym
vybavenim. Ja jsem ale chtéla ukazat, ze fadu pokusi lze provadét i v ,jednoduchych®
podminkach napt. $kolni laboratofe nebo i v domacim prostiedi — bez potieb specidlniho
vybaveni. ProtoZe jsem neméla k dispozici zadné sofistikované mérici pristroje, jsou mé
experimenty hodnoceny spise jen kvalitativné (reakce probéhla, plyn se uvolnil, roztok se
odbarvil, listy opadaly, bakterie nerostly apod.) nez kvantitativne.



Kazd4 kapitola obsahuje ¢tyti podkapitoly:

e teoreticky vod do problému, popis experimentu vcéetné hlubsiho vniku do
problematiky, rozbor moznych tskali nebo variaci pokusu.

e struény navod k experimentu
rozsirenou diskusi k experimentu, popis optimalizace pokusu, dostupnost materialu
apod.

e vzorovy protokol/protokoly v rdimecku, tak jak jsem experiment provadéla ja, ktery by
mél slouzit jako vzor a predjimat ocekavané vysledky experimentu

Mikrobiologicka laboratoi si klade za cil vkonkrétnich pokusech zviditelnit
mikroorganismy nachazejici se vnasem okoli. Vavodu do problematiky jsem chtéla
akcentovat vyznam bakterii v pozitivnim kontextu. Proto jsem pozadala o svoleni Dr. Radkina
Honzaka, zdali mohu pouZit a distribuovat jeho text ,Enteralni mozek a mikrobiom®, ktery je
soucasti knihy Psychosomatickd prvouka a popularné nau¢nym zptisobem doklada, jak
dtlezitou roli hraji mikroorganismy v nasem téle a v nasem bezprostifednim okoli. Honzakiv
text (se svolenim autora) prikladam zvlast, jako pdf soubor je dostupny na Google disku.
Protoze jde o delsi text, doporucuji dat ho studentiim k dispozici predem jako samostudium,
pripadné text rozdélit na nékolik tematickych casti, které by studenti zpracovali formou
referatu.

Pokusy v této kapitole jsou koncipovany tak, Ze je mohou provadét studenti (nebo skupiny) dle
poskytnutého navodu samostatné a maji i vyzkumny charakter — studenti zjistuji nové
skute¢nosti, pripadné si ovéiuji své predpoklady.

V Enzymologické laboratori dochéizi kprolinani uciva chemie a biologie. Jako
experimentalni model jsem si vybrala enzym katalazu. Pokusy s katalazou velmi didakticky
charakterizuji tento enzym a jeho zavislost na reakénich podminkach. Experimenty lze
pojmout i badatelsky, napf. zjiStovanim miry aktivity katalazy v riznych biologickych
materidlech (které studenti chtéji otestovat, nebo které si sami ptinesou) a jejich vzdjemné
srovnavani.

Fytohormonalni laborator, alespon pro mé, skyta velky badatelsky potencial. Zde se mym
experimentalni modelem stal fytohormon ethylen. Pfi planovani svych experimentti jsem
vychazela z faktu, Ze ethylen se uvolnuje ze zrajiciho ovoce a jako plyn miize ovliviiovat i
rostliny ve svém bezprostfednim okoli. Vyrobila jsem jednoduchou ,ethylenovou komoru® —
uzaviratelnou sklenénou néadobu, kterou je mozné pouzit k ispé€sného prokazovani vlivu
ethylenu na klic¢eni rostlin, dozravani ovoce nebo opadavani listd.

Fotosynteticka laborator méa snahu zatraktivnit teoreticky probirané ucivo o fotosyntéze a
bunééném dychani. Z vlastni zkusenosti vim, Ze toto téma, k jehoz pochopeni je potfeba mit
alespon zakladni fyzikalni, chemické i biologické znalosti, neni u mych spoluzaki ptilis
oblibené. S potéSenim jsem zjistila, Ze i ve svété rada pedagogt resi, jak tuto problematiku
zatraktivnit a priblizit studentiim. Objevila jsem biochemické komiksy Dr. Hoslera z Juniata
College v Pensylvaniil2], s jehoz svolenim jsem komiksy o fotosyntéze a dychani pielozila do
cestiny. Komiks o fotosyntéze je jako priloha 1 soucasti této sbirky, komiks o dychani je
dostupny jako pdf soubor na Google disku.

Molekularné biologicka laborator se v mém podéni snazi prakticky priblizit tento obor,
ktery je na stfednich Skolach vyudovan z vétsi ¢asti jen abstraktné. Pritom jde o disciplinu,
ktera v poslednich letech prodélava témér raketovy rozvoj a jeji metody jsou bézné vyuzivany
v témér kazdém biologickém a medicinském odvétvi. I pri tvorbé této ,laboratore” jsem se
nechala inspirovat zahrani¢nimi edukativnimi portaly a nabizim moznost, jak alespon trochu
prakticky priblizit manipulace a experimenty, které jsou jinak striktné véazany na
nejmodernéjsi vyzkumnéa pracovisté a laboratore se sofistikovanym vybavenim.



Bioinformacni laboratoi v sobé zahrnuje témata, ktera se, myslim, na strednich skolach
zatim nevyucuji, nebo jen okrajové. Pritom bioinformatika zpracovava poznatky z genetiky a
molekularni biologie, jednéch z nejrychleji se rozvijejicich prirodnich véd, jak jsem jiz psala
drive, nepostradatelnych pro vétsinu biologickych disciplin. Pritom jde o soubor modernich
pristupd, které dnesni ,,digitalni generace” studentti dobfe a snadno pfijme, pokud ji to bude
vhodnym zptisobem vysvétleno a zprostiedkovano. Ja jsem se s timto tématem setkala jednak
pfi feseni tloh z Biozvéstu, a také na tydennim workshopu MOLBIB na JU v Ceskych
Budéjovicich, kde jsme izolovali vlastni DNA, pomoci PCR jsme si ptipravili mtDNA, a tu jsme
nechali sekvenovat. Pak jsme spoleé¢né provadeéli genetickou analyzu konzervovanych oblasti a
pomoci prace s databdzemi jsme mohli odhalit pivod nasi vlastni matetrské linie (tzv.
mitochondrialni Evu). Tato prace pro mé byla obrovsky zajimava a moc mé to bavilo. V této
kapitole nabizim navod, jak se jednoduse zorientovat v dostupnych molekularné-biologickych
databéazich, jak si vyhledat data, kterd mé zajimaji, jak je mozné jednotlivad data mezi sebou
porovnavat a zjisfovat tak napt. miru pribuznosti nebo konstruovat fylogenetické stromy.



1.  MIKROBIOLOGICKA LABORATOR

1.1 Uvod do problematiky

S tématy, které se né€jakym zptisobem dotykaji mikrobiologie, se setkivame na gymnaziu v
biologii jiz v 1. ro¢niku. Vétsin€ studenti z téchto hodin utkvi v paméti pasaze o patogennich
mikroorganismech, dokazi prifadit patogenniho ptivodce k prislusné nemoci a popsat jeji
priznaky. Ja bych vsak chtéla poukazat na to, ze s mikroorganismy se nepotkavame jen, kdyz
jsme nemocni, mikroorganismy jsou vsude kolem nas a také v nas — jako soucast naseho téla.
A zdaleka ne vSechny jsou patogenni, s vétSinou z nich umime néjak vychazet a nékteré jsou
pro fungovani naseho téla naprosto nepostradatelné.

Vknize MUDr. Radkina Honzdka Psychosomatickd prvouka™ je kapitola vénovani
mikrobiomu — ¢ili mikroorganismtim, ktefi obyvaji nase téla. Tato latka je v knize velmi
poutavé zpracovana, véetné citaci a odkazii na renomované odborné prace. Doporucuji, aby si
studenti (doma) tento text precetli (text je pomérné dlouhy — takze se da rozdé€lit na nékolik
témat — studenti by si tato témata rozebrali a hodina by mohla zacit sérii kratkych referatt).
Jsem si jist4, Ze toto samostudium urcité zatraktivni predkladané tlohy z mikrobiologie.

V téchto ulohach bych chtéla ukazat, jak lze bez pouziti specialni techniky mikroorganismy
kolem nas ,zviditelnit“ a prozkoumat projevy jejich zZivota. Pii tom bych rada ,napodobila®
klasické mikrobiologické metody, ovsem v podminkach bézné skolni laboratore nebo i
domaciho prostredi.

Mikrobiologicka laborator

Jestlize chceme mikroorganismy kolem néas zviditelnit a pozorovat pouhym okem, musime je
péstovat a pomnozit do takového mnozstvi, aby vytvorily bud zékal (pokud se péstuji v tekuté
kultute) nebo kolonii (pokud se péstuji na pevné zivné ptidé — napf. na Petriho miskéach).

Zivna média

Jde o prostiedi, ve kterém mikroorganismy rostou. Mélo by obsahovat:

- zdroj energie

- zdroj uhliku, dusiku

- biogenni a oligobiogenni prvky

- vhodné pH a vhodnou teplotu

Konkrétné si pod timto vycétem muZete piedstavit napf. poctivy masovy osoleny vyvar
(polévku).

Pokud m4 byt zivna ptida pevna, musi se pridat néjaky zpeviiovaci prostredek, nejcastéji to
byvé agar nebo Zelatina.

Agar

Je to polysacharid, ktery se ziskava z morskych ras. Mikroorganismy ho prakticky nerozkladaji.
Ve vodé se ,rozptyli“ pti teploté kolem 100°C a tuhne pii teploté 40 — 50°C. Misto agaru je
mozné pouzit i béZzné dostupné cukrarské zZelé, které rovnéz obsahuje agar jako Zelirujici latku.

Plotny — Petriho misky

Jsou to sklenéné nebo plastové kruhové misky s volné priléhajicim vickem. Petriho misky lze
nahradit i jinym typem sklenéné nadoby, napt. nizkou zavarovaci sklenici s vickem. Miska se
do urcité vysky zalije tekutym agarem a necha ztuhnout. Takovouto nalitou misku
v mikrobiologii oznacujeme jako plotnu. Po ztuhnuti agaru se na plotny vysévaji nebo ockuji
mikroorganismy. Ztuhlé, ale nezao¢kované plotny lze také uschovat (cca az po dobu 1 tydne)
v chladniéce pro pozdéjsi pouziti.



Asepticka prace

Obecné vsechny mikrobiologické techniky se provadéji v prostredi, které by mélo byt sterilni.
Vsechny pomiicky a materialy, se predem sterilizuji, pracuje se ve sterilnich boxech. Tyto boxy
disponuji protiproudem vzduchu, ktery zabranuje priniku nesterilniho vzduchu dovnit# (proti
clovéku fouka sterilni vzduch). Takové prostredi pri doméacich experimentech navodime jen
tézko, presto se ale vyplati snazit se pracovat co ,nejcist€ji“. Petriho misky — pokud jsou
sklenéné, ,sterilizujeme“ vtroubé, cca 20 minut pri 150°C. Pokud jsou plastové, tak
nesterilizujeme.

Hlavné je nutné omezit pohyb rukou nad otevienou miskou, p¥i praci v jedné ruce drzet vicko
a jim svrchu kryt misku, druhou rukou se pracuje — pii nedostatku zkusSenosti a praxe je 1épe
pracovat napi. ve dvojicich (jeden drzi vicko, druhy pracuje), aby manipulace s plotnami byla
co nejrychlejsi. Pri praci nemluvit.

Kultivace mikroorganismu

Po zaockovani nebo pfeneseni mikroorganismii na zivnd média (agarové plotny) se
mikroorganismy mnozi. Kazdy z nich méa néjaké své teplotni optimum (obvykle nepiesahujici
37°C), ale béZné vyrostou i pfi pokojové teploté (20 — 22° C), jen to bude trvat o néco déle.
Obecné se hodi mit néco jako kultiva¢ni box — miize to byt i vétsi uzavirateln papirova krabice,
kde budou uloZeny rostouci plotny. Plotny by se mély kultivovat dnem vzhiru, kvili
kondenzaci vody na vicku. Pokud chceme plotnu s jiz narostlymi koloniemi po kratkou dobu
uchovat, ulozime ji v chladniéce, tim se rlist bakterii vjznamné zpomali.

Zasady bezpecnosti prace

Ja jsem pracovala snepatogennimi kmeny mikroorganismti — jejich zdrojem bylo mé
bezprostiredni okoli. I tak se uréité vyplati pracovat s jistou bezpec¢nosti a opatrnosti, protoze
tim, Ze se bakterie kultivuji — dojde k jejich pomnozeni — zjedné bunky, kterd ,poletuje”
v ovzdusi ndm na plotné naroste miliarda bunék a kdybychom je napt. (nedopatienim) pozreli,
mohou ndm zptisobit velké problémy. Dal§im nebezpec¢im jsou plisné, které samoziejmé na
kultiva¢nich plotnach velmi ochotné vyrostou. Jakmile jsou plotny porostlé plisnémi, je lepsi
je viibec neotevirat, aby se spory a hyfy nedostaly do vzduchu, kde bychom je mohli vdechnout.

Likvidace ploten

Plotny porostlé mikroorganismy zlikvidujeme tak, Ze po odklopeni vicka polijeme agar cisticim
prostfedkem na bazi chlornanu (napt. SAVO), odstranime ho z Petriho misky a zlikvidujeme
jako organicky odpad (alternativou je povareni vtlakovém hrnci). Sklenéné misky se
samozfejmé umyji a recykluji, plastové misky se daji také recyklovat, bé7né se vsak
v laboratotich pouzivaji jen jednou.

»Mikrobiologicka laborator“ obsahuje navody na dvé ulohy + protokoly, které jsem k témto
ulohdm vypracovala. Pti psani protokoli jsem se fidila zdsadami, které se doporucuji pti psani
protokoli v Biologickém koresponden¢nim seminéati Biozvést(sl

Jde o tom, Ze vSechny protokoly by mély mit jednotnou formu, ktera je identicka pro psani
jakékoli védecké prace.



1.2.1 Sukcese mikroorganismiu na plotné s bujénovym agarem

Casova dotace:
Priprava ploten priblizné 60 minut, rtst kolonii 4—5 dnti

Pomiicky a material:
Petriho misky

bujon (masox)

agar

voda

Postup prace:

Pripravime si zZivné médium. Svarime 500 ml vody a rozpustime jednu kostku bujonu. Smés
prefiltrujeme pres filtra¢ni papir (tim se odstrani drobna ,zelenina“ a ¢ast tuku). Do filtratu
rozpustime 5 g agaru a znovu privedeme k varu. Opatrné ale pokud mozno rychle nalijeme
smés do Petriho misek. Nechame zchladnout. Z tohoto mnozstvi se d4 nalit ptiblizné 10—-12
ploten (Petriho misek) o priméru 9 cm.

Po ztuhnuti opatrné setfeme vodu z horniho vicka, ktera se tam vysrazela. Plotny nechame
odkryté (napf. 1 hodinu) na riznych mistech, poté priklopime vic¢ko a kultivujeme pti pokojové
teploté. Na jiné plotny miiZzeme opatrné poklepat brisky prsti, na dalsi zase otisknout néjaky
predmeét (napt. minci, list, kli¢).

Pozorujeme mikroorganismy, které zacinaji riist na plotnach.

Vysledky a zavér:

Kazdy den prabézné kontrolujeme nariist na plotnach. Jako prvni se jiz druhy den objevi
drobné bakterialni kolonie. Poté se mohou objevit i kolonie kvasinek. Druhy az tieti den na
plotnach mizeme pozorovat mimo bakteridlniho nartistu také plisné. Dokumentujeme
fotografiemi nebo nakresem. Pokud se na plotnach objevi plisné, neodklopujeme vicka.



1.2.2 Testovani acinnosti ¢isticich a dezinfekénich prostiredki a
dalsich latek na rust mikroorganismu

Casova dotace:
testovani cca 30—60 minut, rist kolonii 1—2 dny

Pomiticky a material:

Plotny s narostlymi koloniemi z predchozi tlohy

nepouzité plotny s zivnym médiem

kolecka vystrizena (nebo vyrazena pomoci raznice) z filtraéniho papiru

drevéna paratka s plochym koncem

mikrobiologicka ,hokejka“ (sklenéné zahnuta tycinka, lze pouzit i malou kovovou 1Zi¢ku)
pinzeta

technicky lih

kahan (zapalovac)

rizné desinfekéni a cistici prostiedky, které budeme testovat (doporucuji ponechat na
kreativité studentii, at si kazdy prinese zdomova ptipravek, u kterého bude ovérovat
antibakterialni vlastnosti)

Postup prace:

Vybereme plotnu z ptedchozi tlohy, napi. tu, kde jsou kolonie mikroorganismii narostlé z
otiski prstid. Plotny, na kterych jsou patrné plisné, nebudeme pouzivat. Sklenénou
mikrobiologickou hokejku sterilizujeme tak, Ze ji smoc¢ime v lihu a nechame ,ohoret®.
Pockame, az hokejka zchladne a poté hokejkou jemné, ale rychle, rozetifeme narostlé kolonie,
pokud mozno po celé plotné. Kolecka z filtraéniho papiru, které jsme (zabalené v alobalu)
sterilizovali spoleéné s Petriho miskami troub€, namac¢ime pinzetou do testované latky a poté
klademe na plotnu s rozetienymi koloniemi. Dalsi dny sledujeme, jak rostou mikroorganismy
v bezprostfedni blizkosti koleéek s testovanymi latkami. Dokumentujeme fotograficky nebo
nakresem.

Vysledky a zavér:

Nékteré z testovanych pripravkd (napf. antibakterialni mydla, jodova tinktura, SAVO apod.)
projevi sviij antibakteridlni potencial tim, Ze v jejich blizkém okoli bude z6na bez nartstu
kolonii — tzv. inhibi¢ni zéna. Cim vétsi tato zéna je, tim vyssi antibakterialni aéinek dana latka
ma. U téchto pripravku se pak snazime dohledat tc¢innou latku (informace v pribalovém letaku
apod.), ktera méa na bakterie letalni (smrtici) acinek.

Miize se stat, Ze na plotné, kterou jsme testovali, vyrostly spolecné bakterie i kvasinky.
Testovana latka sice miiZze mit antibakterialni a¢inky, ale na kvasinkové (eukaryotické) bunky
nebude plisobit. Pokud chceme testovat pouze bakterie (to je samoziejmé pii prokazovani
ANTIBAKTERIALNICH tc¢inkd vhodnéjsi), pak si vybereme znarostlé plotny jednu
bakterialni kolonii — ovérime pod mikroskopem — pokud se bude jednat o kvasinky, uvidime
kulaté buriky, pokud se bude jednat o bakterie, bez obarveni pravdépodobné neuvidime nic.
Bakterialni kolonii preneseme (napft. sterilnim dfevénym paratkem) do kapky vody na ,Cisté
plotné“ a opatrné rozetfeme mikrobiologickou hokejkou. Dale postupujeme stejné.



1.3 Jak vznikaly tyto alohy — prakticka doporuceni

Petriho misky — pouzivam sklenéné Petriho misky, protoze se v domécich podminkach daji
slépe sterilizovat“ a po umyti a vy¢isténi se mohou recyklovat. Zakoupeno zde:
https://www.verkon.cz/sklenene-petriho-misky/

Bujon

Nejvice se mi osvédcil bujon od Vitany - https://vitana.cz/produkty/bujony/masox/masox-12-
kostek, mikroorganismy na ném dobfe rostou, takze zfejmé neobsahuje Zadny konzervant. J4
jsem pouzivala pri svych experimentech jednu kostku na 500 ml zivného média. Do této smeési
jsem pridavala agar, tak aby vysledna koncentrace byla 1% (¢ili na mnozstvi 500 ml jsem
pridavala 5 g agaru).

Agar
Pouzivala jsem tento typ agaru —
https: //www.naturaljihlava.cz/produkt/204/agar-agar-natural-10g

YV v

Bézné dostupny v prodejnach se zdravou vyzivou, cena za 10 g je ptiblizné 20 K¢

Mikrobiologické hokejka

Objednavala jsem na serveru aliexpress - https://www.aliexpress.com/item/10pcs-Glass-
Bacterial-Cell-Spreaders-Lab, bohuZzel musim upozornit na velmi dlouhé dodaci lhtty.
Vsoucasnosti se nejvice pouzivaji  jednorazové  plastové  sterilni  hokejky
https://www.biologicals.cz/e-

shop/index.php?route=product/product&path=423&product id=105

Nejsnadnéjsi je vyrobit si vlastni hokejku v chemickém praktiku ze sklenéné tyéinky (ohnutim
nad plamenem)

Sterilizace Petriho misek a zivného média

Petriho misky jsem vyskladala na plech a sterilizovala v troubé cca 20 minut pti 180°C. Pokud
jsem misky okamzité nepouzila k nalévani ploten, obalila jsem je pfedem do alobalu a takto
zlstaly relativné sterilni i pro dalsi pouziti. Pokud jsem misky ihned po sterilizaci nalévala, do
alobalu jsem je nebalila. Kdyz jsem chtéla mit jistotu, Ze na plotnach po ztuhnuti bude co
nejméné kontaminace, nechala jsem jiz nalité a uzaviené plotny v troubé jesté asi 10 minut pri
120°C. Plotny jsem vétsinou nechavala ,,susit“ cca 24 hodin po naliti, vicko jsem neodklapéla.
Pred pouzitim ploten vSak bylo vétSinou nutné jesté ubrouskem settit vodu, ktera se vysrazela
na hornim vicku. Pokud jsem plotny po ztuhnuti ihned nepouzila, zabalené v mikrotenovych
saccich jsem je uchovavala v chladni¢ce dnem vzhuru.

Technika testovani pomoci koleéek z filtracniho papiru
K této metod€ jsem se dopracovala po predchozich ne moc tspésnych pokusech, kde jsem se

podle rtznych navodid snazila vyhloubit v agaru ,jamku” a testovanou latkou tuto jamku
naplnit. Viibec se mi to nedafilo, ani korkovrtem — jak je v rtiznych protokolech doporucovano.
Jamky takto vyrobené nemély stejnou velikost a esteticky nevypadaly dobie. Taky manipulace
s plotnou a korkovrtem, ptipadné 1zickou byla zdlouhava a hrozilo, Ze se plotna riznymi
zbyte¢nymi zasahy zkontaminuje. Proto jsem zkusila vysttihnout z filtra¢niho papiru kolecko,
které jsem vlozila do testované latky a poté se polozila na plotnu. Tato metoda se mi osvédcila
nejlépe — kolecéka jsem pak délala pomoci raznice z kreativni sady na tvoreni s papirem
(pramér kolecka je 12 mm). Zasobu koleéek jsem zabalila do alobalu a sterilizovala spole¢né
s Petriho miskami.


https://www.verkon.cz/sklenene-petriho-misky/
https://vitana.cz/produkty/bujony/masox/masox-12-kostek
https://vitana.cz/produkty/bujony/masox/masox-12-kostek
https://www.naturaljihlava.cz/produkt/204/agar-agar-natural-10g
https://www.aliexpress.com/item/10pcs-Glass-Bacterial-Cell-Spreaders-Lab
https://www.aliexpress.com/item/10pcs-Glass-Bacterial-Cell-Spreaders-Lab
https://www.biologicals.cz/e-shop/index.php?route=product/product&path=423&product_id=105
https://www.biologicals.cz/e-shop/index.php?route=product/product&path=423&product_id=105

Testovani riznych ptipravki

Testovala jsem postupné pomérné velké mnozstvi latek, které byly k dispozici u nads doma.
Béhem jednoho z testovani jsem zjistila, ze velmi dobré antibakterialni ti¢inky maji éterické
oleje (silice), které se pouzivaji v aromaterapii. Rozhodla jsem se proto testovat asi 8 silic na
jedné plotné, abych zjistila, ktera ma antibakterialni uc¢inky nejvyssi. Jaké vSak bylo mé
prekvapeni, kdyZ na testované plotné nevyrostla témeér zadna kolonie. Silice jsou svou povahou
teékavé latky, takze vytékaly z filtra¢nich kolecek do uzavieného prostoru Petriho misky, kde se
projevily jejich silné antibakterialni ti¢inky, takze zfejmé proto byl nartist kolonii na této plotné
minimalni.

Nejvyssiho antibakteridlniho Géinku lze samoziejmé dosidhnout, pouzijeme-li néjaké
antibiotikum (nedobrané lécivo, napt.), vysoce Géinné jsou vSechny pripravky na béazi
chlornanu sodného, které eliminuji riist nejen bakterii, ale i kvasinek.

Dokumentace a hodnoceni testovanych ploten

Antibakterialni G¢inek se da zhodnotit (zmérit) tak, ze milimetrovym pravitkem meérime
velikost inhibi¢ni zony od filtra¢niho kolecka, kde nenarostly zadné kolonie. Toto méreni lze
provadét vétsinou jiz 24 hodin od zacatku testovani. Plotny se daji dobte fotit, nebo daji
naskenovat (ze spodni strany, samoziejme).

Identifikace kolonii

Pro nékteré z téchto uloh je klicové rozlisit, zda jde o kolonie bakterialni nebo kvasinkové.
Pouze pozorovanim kolonii a jejich morfologie bez pouziti mikroskopu nejsme schopni
jednoznacné a spolehlivé urcit, o jaky typ organismu se jedna (bakterie nebo eukaryota).
V tomto pripadé je nejspolehlivéjsi oveéreni pomoci nativniho mikroskopického preparatu.
Pripravime si drevéné paratko a jeho koncem nabereme maly kousek kolonie a dobre
rozmichame do malého mnozZstvi vody. Na podlozni sklicko pak preneseme kapku této
suspenze (lépe jesté do kapky vody), prikryjeme krycim sklickem a pozorujeme pti bézném
zvétSeni (napf. 45x). Pokud je kolonie bakterialni, tak na nebarveném preparatu pri tomto
zvétSeni neuvidime nic, pokud je kolonie kvasinkovi, meéli bychom vidét priblizné tento
obrazek:
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Sukcese mikroorganismu na plotné
s bujéonovym agarem

Autor: Magdalena Ambrozkova

ABSTRAKT

Pripravila jsem si agarové plotny s bujonem a nechala jsem na nich riist bakterie z okolniho
prostiredi (nechala jsem je stat na vzduchu, poklepala na né prsty nebo obtiskla celou ruku
atd.). V nésledujicich dnech jsem na této plotn€ pozorovala sukcesi.

POMUCKY A MATERIALY

e Petriho misky
e Bujon (masox)

e Agar
e Voda
POSTUP PRACE

Sklenéné Petriho misky jsem zabalila do alobalu a sterilizovala jsem je v troubé priblizné 20
minut p¥i 180°C. Misky jsem nechala v troubé& zabalené zvolna vychladnout. Zivné médium
jsem pripravovala nasledovné: Do 500 ml vody jsem dala jednu kostku bujonu, uvarila a
nechala zchladnout. Nasledné jsem vyvar prefiltrovala a tim jsem se zbavila drobnych kouski
koreni a také casti tuku. Vyvar jsem znovu zahiala a pridala 5 g agaru, takZe jsem vytvorila 1%
roztok. Misky jsem vytahla z trouby, vybalila z alobalu a nalila plotny. Zivné médium jsem
nechala zatuhnout a poté otfela vysrazenou vodu ze svrchniho vi¢ka Petriho misky. Nékteré
plotny jsem nechala cca 60 min oteviené, na jiné jsem obtiskla prsty, nebo celou ruku.

VYSLEDKY

Kazdy den jsem potidila fotografii Petriho misky, a tak jsem mohla pozorovat priibéh sukcese.

1. DEN

JiZz po 24 hodinéch jsem na plotné zaznamenala nartst kolonii — pravdépodobné bakterialnich.
Kolonie byly mensi, kulaté a spise ,matné“. Nartist kolonii pomérné presné kopiroval otisk
ruky.

2, DEN

Druhy den se na plotné objevily dalsi kolonie riiznych tvarti a barev, nékteré byly lesklé a
vypouklé — pravdépodobné nékteré z nich byly kolonie kvasinek (Ascomycota). Mimo samotny
otisk ruky také zacaly riist plisné.

3. DEN

Tieti den jsem misku jen rychle oteviela a vyfotila a nasledné zlikvidovala kviili sporam plisni,
které prerostly ostatni kolonie.




Obrazek 1: Sukcese na plotné: a) plotna prvni den; b) detail ndristu prvni den; c) plotna druhy den;
d-e) detail ndristu druhy den; f) plotna treti den

Dal$i misku jsem nechala dvé hodiny otevienou na pracovnim stole. Nartst kolonii se objevilo
jiz druhy den. Tteti den byl dobfe patrny rozdil v morfologii mezi jednotlivimi koloniemi.
Mohla jsem pozorovat morfologickou variabilitu jednotlivych kolonii (tvar, barva).

Obrdzek 2: Morfologie kolonii: a) ndrust na plotné oteviené 2 hodiny na
pracovnim stole; b-d) morfologie kolonii po tfech dnech ristu pfi pokojové teploté




DISKUZE

Tento experiment je demonstraéni — pokousela jsem se zviditelnit mikroorganismy, které nas
bezprostiedné obklopuji. Zajimava varianta tohoto pokusu by bylo testovani umytych a
neumytych rukou otiskem na plotnu. Je dobré si ale uvédomit, ze mikroorganismi, které nas
obklopuji, je daleko vice, nez se mi jich podarilo zachytit na plotné s bujonem. Je to proto, ze
spoustu bakterii nebo archei prosté kultivovat — péstovat vilbec neumime, Ze neumime najit
prostredi, ve kterém bychom je mohli nechat vyrtst natolik, aby se daly zkoumat a pozorovat
napf. pouhym okem.

Také piesnéjsi urcovani kolonii pozorovanim néartistu na plotné je pomérné obtizné. Kolonie
totiz nejsou jen miliardy bakterii nahloucenych na jednom misté — bakterie v tomto malém
ekosystému velmi pravdépodobné mezi sebou spolupracuji a interaguji. Tim se d4 vysvétlit i
pozorovani, kdy stejny typ bakterie vytvari rtizné typy kolonii, podle toho, jestli je péstovan
v teple/chladu nebo v kyselém/zasaditém prostfedi nebo pokud jim chybi néjaka dulezita
Zivina.

Takze napriklad takové ,kvasinky“ — 1épe Ascomycota, mohou v béznych podminkach tvorit
klasické bilé vypouklé kolonie, které snadno zaménime za bakterialni, za jinych podminek, se
ale budou naopak chovat jako ,,spravné“ houby a vytvori hyfy. TakZe pokud chceme védét, co
presné nam na plotné vyrostlo, urcité je potieba zhotovit barvené preparaty a pozorovat pod
mikroskopem.

Urcita voditka, jak rozlisit, jestli je kolonie bakteridlniho nebo houbového ptivodu ale piece jen
mame. Obecné by mélo platit, ze bakterie maji teplotni optimum pri 37°C, a zatimco kvasinky
pri 30°C. A dale — vétSina kvasinek preferuje kyselejsi prostiedi — s pH kolem 5, zatimco bézné
bakterie maji rady pH neutralni. TakZe pokud by se pripravily nové bujénové plotny, u kterych
by se upravilo pH (na 7 a 5, napt.) a jiz narostlé kolonie by se pomoci sterilniho paratka
sprecarkovaly“ na oba typy ploten, dalo by se vyhodnotit (podle rychlosti ristu a velikosti
kolonii), na které plotné rostou lépe (predpoklad — kvasinky by mély prosperovat na kyselé
plotné, zatimco bakterie na neutralni plotné).

Ovsem nejrychlejsi identifikaci kolonii provedeme pomoci rychlé mikroskopie. Dievénym
paratkem nebo S$pejli nabereme maly kousek kolonie a dobte rozmichadme v malém mnozstvi
vody. Na podlozni sklicko pak preneseme kapku této suspenze (1épe jesté do kapky vody),
prikryjeme krycim sklickem a pozorujeme pri bézném zvétSeni (napt. 45x). Pokud je kolonie
bakteridlni, tak na nebarveném preparatu pti tomto zvétSeni neuvidime nic, pokud je kolonie
kvasinkova, méli bychom vidét priblizné tento obrazek:

ZAVER

Na plotnach jako prvni vyrostly drobné bilé kolonie, velmi pravdépodobné bakterialni.
V néasledujicich dnech se zacaly objevovat dalsi kolonie rtznych tvart i barev. Jako posledni
(2—3 den) byly patrné plisné, které poté prerostly celou plotnu.




Testovani aéinnosti Cisticich a dezinfeké¢nich
prostredku a dalSich latek na rust
mikroorganismu na plotnach s bujéonem

Autor: Magdalena Ambrozkova

ABSTRAKT

Testovala jsem vliv riznych dezinfekénich prostredkd, disticich prostredki a 1é¢iv na rist
kolonii mikroorganismt na agarové plotné€ s bujonem. Na plotny jsem prikladala kolecka
z filtra¢niho papiru namocend v prostfedcich a hodnotila jsem nartst, resp. inhibici ristu
kolonii v okoli téchto kolecek.

POMUCKY A MATERIALY

Plotny s narostlymi koloniemi z predchozi tlohy

nepouzité plotny s zivnym médiem

kolecka vystrizena (nebo vyrazena pomoci raznice) z filtra¢niho papiru
drevéna paratka s plochym koncem

mikrobiologicka ,hokejka“ (sklenéné zahnuta tycinka)

rizné desinfekéni a Cistici prostiedky urcéené k testovani

1é¢iva (antibiotika)

cibule a cesnek (Cerstveé vylisovana Stava ze strouzki a z cibule)
pinzeta

technicky lih

kahan (zapalovac)

POSTUP PRACE

Na cerstvé nalitou plotnu jsem do stredu kéapla kapku prevarené vody a do této kapky jsem
paratkem prenesla a opatrné rozmichala jednu dobfe narostlou bakterialni kolonii z predchozi
ulohy. Pak jsem provedla sterilizaci mikrobiologické hokejky — do misky jsem si nalila lih,
namocila jsem do né€j mikrobiologickou hokejku, zapalila ji a nechala zchladnout. Sterilni
hokejkou jsem pak kapku dobie rozetiela po celé plose plotny. Tuto plotnu jsem oznacila jako
¢. 1. Nasledné jsem opét sterilizovala hokejku a poté jemné rozetiela kolonie na plotné ¢. 2 —
vybrala jsem jednu z ploten z predchozi tlohy — tu ktera obsahovala mikrobidlni nartst
z otiski prsti (ale ne viditelné plisné).

Z filtraéniho papiru jsem raznici vyrobila kolecka o stejné velikosti, kterd jsem predem
sterilizovala v troubé zabalené v alobalu. Pinzetou jsem vzala sterilni kole¢ko, namocila jsem
ho do testovaného prostfedku a opatrné polozila na plotnu. Na papir jsem si sepsala a
ocislovala vSechny latky, které jsem k testovani pouzila. Petriho misky jsem si oznacila lihovym
fixem ze spodni strany (kazdému kolecku jsem priradila prislusné éislo).

Plotny jsem nechala rtst asi 3 dny a postupné jsem vSe dokumentovala fotoaparatem nebo
jsem skenovala spodni stranu Petriho misky s éisly.




VYSLEDKY

NARUST KOLONIi NA PLOTNE C. 1

Plotna ¢. 1 byla pripravena tak, Ze na ni byly zao¢kovany mikroorganismy pochazejici z jedné
konkrétni kolonie, o které jsem se domnivala, Ze je bakterialni. Takze vlastné vSechny buriky,
které mi na této plotné vyrostly, byly identické. Testovani mi ukéazalo, Ze tato ptivodni kolonie

byla skutec¢né bakterialni. Testovala jsem celkem 18 rtiznych latek.

Obrazek 1: Plotna s bakteriemi a testovanymi ldtkami

Seznam latek, které byly testovany

1. Antibiotikum Duomox 7. Levandule esenciilni olej 13. Alpa (60% ethanol)
2. Peroxid vodiku 3% 8. SAVO Perex- NaClO 14. Roztok na cocky

3. Borova voda 9. JAR (istici prostredek 15. B€Zzné toaletni mydlo
4. J6dové tinktura 10. Hypermangan — KMnO4 16. Roundup herbicid

5. Acylpyrin 11. Antibakterialni mydlo 17. Cesnek extrakt

6. Tea Tree esencialni olej  12. Domestos — ¢isti¢ WC — NaClO 18. Cibule extrakt

Testovana latka Velikost inhibi¢ni
zO6ny v milimetrech

1 — Antibiotikum Duomox 25

6 — Tea tree esencialni olej 18

8 — SAVO perex 16

18 — Cibule extrakt 12

17 — Cesnek extrakt 11

7 — Levandule esencidlni olej 10

3 — borova voda + 11 - antibakt. mydlo + 12 — Domestos cistic WC 6

9 — Jar detergent 5

4 — Jodova tinktura 4

14 — Roztok na cocky 3

16 - Roundup herbicid 1

5 — Acylpyrin + 10 — Hypermangan + 13 — Alpa + 15 — Bézné mydlo 0

2 — peroxid vodiku 3% nehodnoceno




NARUST KOLONIi NA PLOTNE C. 2

Plotna ¢. 2 byla pripravena tak, Ze jsem na ni ndhodné otiskla prsty. TakZe jsem vlastné
kultivovala mikroorganismy, které se bézné vyskytuji na mych rukou. Na plotné vyrostlo
nékolik desitek kolonii, a kromé bakteridlnich byly né€které z nich i kvasinkové. Tyto kolonie
jsem rozettela po celé ploSe misky a nasledné jsem na misku vyskladala kolecka s testovanymi
latkami. Hodnotila jsem rtist mikroorganismi v prostiedi testovanych latek. Vysledkem tohoto
experimentu ovSem bylo, Ze kvasinkové kolonie pokryly celou plotnu a vét§ina pripravka
uréenych klikvidaci bakterii na narist téchto kolonii neméla zadny vliv. Nékteré z téchto

s s

pripravki vSak dokazaly zlikvidovat i kolonie kvasinek (mély tudiz i antimykoticky uéinek).

Obrdzek 2: Plotna s mikroorganismy z otisku prstd a testovanymi ldtkami

Na fotografii je patrné, kterd kolecka byla ponotrena do latek s antimykotickym aéinky. Jedna
se o tyto latky:

4 Jodova tinktura

6 Tea Tree — esencialni olej

7 Levandule — esencialni olej

8 SAVO perex — na bazi chlornanu sodného

12 Domestos — WC gel na bazi chlornanu sodného

14 Roztok na ¢ocky

Ze se bude jednat o smés bakterialni a kvasinkové kultury mi napovédél zejména fakt, Ze
centralni kolecko, které bylo napusténo roztokem antibiotika, kolem sebe nevytvorilo Zddnou
inhibi¢ni zénu. Antibiotikum primarné cili na bakteridlni (prokaryotickou) sténu, zatimco
eukaryoticka burika kvasinek ziistala nedotcena.




DISKUZE

Testovani na plotné ¢. 1 naplnilo vSechny mé predpoklady. I kdyz hodnoceni bylo do jisté miry
nepresné, protoze antibiotikum Duomox, které bylo na kolecku 1 umisténém uprosticed plotny
mélo tak velky dosah ucinku, Ze nebylo mozné zhodnotit, jak na bakterie ptisobi jiné latky
v blizkosti kolecka 1. Jednalo se zejména o testovani peroxidu vodiku (kolecko 2), které bylo
ovlivnéno z jedné strany antibiotikem a z opa¢né strany esencialnimi oleji Levandule a Tea
tree, takze to na prvni pohled vypad4, jako by peroxid vodiku také vykazoval vysoké
antibakterialni vlastnosti, ale zfejmé to nebude uplné pravda. Pii dalsich podobnych

experimentech by se mély latky snejvy$Sim antibakteridlnim wcéinkem testovat na
samostatnych plotnach.

Testovani na plotné ¢. 1 se ponékud vymklo mému ocekavani. Predpokladala jsem, Ze na rukou
budu mit zejména bakterie, které by mély reagovat na pouzité antibakterialni latky. Na plotné
ale vyrostly mimo bakterii i kvasinkové kolonie, takze jsem vlastné zkoumala, které
z testovanych latek inhibuji rist mikroorganismi, které se bézné vyskytuji na rukou. Jednalo
se o tyto latky (serazeno od nejvyssi t¢innosti): Domestos (WC gel na bazi chlornanu sodného),
SAVO, jodova tinktura a v omezené mife i esencialni oleje tea tree a levandule.

Latky s antimikrobialnimi aé¢inky:

Duomox — amoxicillinum trihydricum, B-laktamové antibiotikum, blokuje proteosyntézu
bunééné stény

Tea tree — esencialni olej z éajovniku Melaleuca alternifolia, obsahuje mj. monoterpeny,
monoteprenoly a 1,8 cineol

SAVO perex — Cistici a bélici prostredek na bazi chlornanu sodného NaClO a hydroxidu
sodného NaOH

Cibule - cerstva §tava zcibule kuchynské Allium cepa, obsahuje diallyldisulfomonooxid
allicin

Cesnek - (lerstvd §fava zdesneku kuchyniského Allium sativum, obsahuje
diallyldisulfomonooxid allicin

Levandule - esencialni olej z levandule tzkolisté Lavandula angustifolia, obsahuje mj. ester
linylacetat, monoterpenol linalool a stejné jako tea tree 1,8 cineol

Borova voda — kyselina borita H;BO; - 3% roztok
Antibakterialni mydlo — obsahuje benzalkonium chlorid jako antibakteridlni prisadu

Domestos - cistic WC, obsahuje chlornan sodny NaClO, hydroxid sodny NaOH,
cetrimonium-chlorid a alkyl(dimethyl)aminoxidy

Jar — pripravek na nddobi, detergent obsahujici aniontové povrchové aktivni latky a neiontové
povrchoveé aktivni latky

Jodova tinktura — desinfekcni pripravek, jod a jodid draselny rozpusténé v ethanolu
Roztok na ¢ocky — obsahuje EDTA, polyhexanid a proteazy

Roundup - gel, totalni herbicid, t¢inna latka je glyfosat




ZAVER

Z téchto experimenti vyplynulo, Ze latky, u kterych se na obalech nebo ptibalovych letacich
udava, Ze maji antibakterialni ti¢inky, takto skute¢né funguji. Navic se mi podarilo vyzkoumat,
které z testovanych latek vykazuji také antimykotické ucinky, protoZe vytvareny inhibi¢ni zony
i na plotnach s kvasinkami (¢. 2). Jde hlavné o esencialni oleje — levandule a tea tree a Cistici
prostredky na bazi chlornanu sodného a hydroxidu sodného — SAVO a Domestos. Kromé
téchto kvasinkdm v rlistu alespon ¢aste¢né brani i pouziti jodové tinktury.

Na bakterialni plotné (¢. 1) se nejvice antibakteridlni ,,prekvapivé“ ukazalo byt antibiotikum —
Duomox, které vytvorilo inhibi¢ni zoénu o velikosti vice nez 25 mm.

Pomérné prekvapivé bylo zjisténi, jak silné antibakterialni Géinky vykazuji tzv. prirodni
antibiotika — ¢esnek a cibule. Zde se s nejvétsi pravdépodobnosti uplatnila tc¢inna latka —
allicin.

Stejné jako u kvasinkovych kolonii i zde mély vyrazny antibakteridlni potencial Ccistici
prostiedky na bazi chlornanu sodného (Domestos a SAVO), dobre fungovalo také
antibakterialni mydlo, jar a borova voda (slaba kyselina borita).

Slabé, ale detekovatelné icinky mély pripravky jako je Roundup (herbicid), roztok na ¢ocky a
jodova tinktura.

A zadné nebo jen minimalni antibakterialni vlastnosti vykazovalo bézné toaletni mydlo,
hypermangan, acylpyrin a Alpa (60% denaturovany Ethanol).




1. ENZYMOLOGICKA LABORATOR

2.1 Uvod do problematiky

Zhodin chemie vime, ze katalyzator je latka, kterd ovliviiuje prtibéh chemické reakce.
Katalyzator pisobi tak, ze snizuje pocateéni aktivacni energii (EA), a tim dochézi k ovlivnéni
chemické reakce. Katalyzator vstupuje do chemické reakce, urychluje ji (nebo zpomaluje) do
rovnovazného stavu, a potom z ni vystupuje v nezménéné forme.
Obecné plati, Ze:

e katalyzatory snizuji aktivaéni energii chemické reakce

e katalyzatory zvysuji rychlost chemické reakce

o katalyzatory neméni energetickou bilanci reakce (jestli je reakce exergonicka

nebo endergonicka)
o katalyzatory neméni rovnovaznou konstantu chemické reakce

Je dobré si uvédomit, Ze v zivych organismech — tedy v biochemii — m4 katalyza zcela zasadni
vyznam. Katalyzatory biochemickych reakci se nazyvaji enzymy. Zprostredkovavaji v burce
(organismu) takovy pribéh chemickych reakei, které by za fyziologickych podminek viibec
nemohly probihat (protoze by napt. potfebovaly mnohem vyssi teplotu). Enzymy urychluji
chemické reakce az 104krét.

Organismus neni staticky systém, neustale v ném probihaji miliony chemickych reakeci, které
jsou cilené Fizeny a koordinovany — a pravé enzymaticka katalyza v téchto déjich hraje klicovou
roli. Reakce, které enzymy katalyzuji, jsou vétsinou sprazené, takze produkt jedné reakce je
reaktantem v druhé reakeci a produkt, druhé reakce je reaktantem v tteti reakei atd.

molekula A molekula molekula C molekula D molekula E molekula F
—- B — & i E s . —- 6
enzym 1 enzym enzym 3 enzym 4 enzym 5

Obrdzek upraven podle:
https://www.prf.upol.cz/fileadmin/userdata/PrF/katedry/kbb/Dokumenty/Materialy_k_vyuce/BB1P/BB1-4PR_2018.pdf

Enzymy jsou ve vétsiné pripadi proteinové povahy. Vyjimkou jsou tzv. ribozymy, kde ma
katalytickou funkei ribonukleova kyselina — tedy RNA.

Pro lepsi orientaci vtéto problematice si zopakujme zikladni pojmy, které se vztahuji
k enzymatickym reakcim.

Substrat — latka, kterou enzym zpracovava

Produkt — latka, ktera béhem reakce vznikne

Enzym jako katalyzator je Casto sloZen z nékolika casti.

Apoenzym — je cCast enzymu, ktera je proteinové povahy a sama o sobé nema katalytickou
aktivitu. K tomu, aby apoenzym spravné fungoval, potiebuje na svou molekulu navazat jesté
nebilkovinnou cast, kterd se nazyvid kofaktor. Apoenzym s navdzanym kofaktorem se
oznacuje jako holoenzym.

Kofaktor, aby to nebylo tak jednoduché, miize byt dvojiho typu. Bud je kovalentné navazan
na apoenzym jako tzv. prosteticka skupina (napt. hem u hemoglobinu) nebo je kofaktorem
tzv. koenzym, ktery je na apoenzym navazan jen docasn€, a zodpovida napt. za prenosy
elektroni pti redoxnich reakcich (NAD, FAD, ...). Jako koenzymy ptfimo vystupuji také nékteré
vitaminy.

Vétsina enzymi vSak ke své funkci kofaktor nepotiebuje.

19



3

SUBSTRAT

KOENZYM
+ —>
KOFAKTOR
neproteinova
slozka enzymu Obrdzek upraven podle:
APOENZYM = HO LOE[\JZYM https://lovingubiology.wordpress.com/2015/12/13/
proteinova sloZka enzymu aktivator komplem' e’ﬂzym enzymes-and-functions/
neaktivni aktivni

Samotna enzymaticka reakce probiha obvykle v tzv. aktivnim centru enzymu. V aktivnim
centru se vyskytuji reaktivni skupiny aminokyselin ( -OH, -SH, -NH,, -COOH). Tvar aktivniho
centra odpovidd tvaru substratu. Na tyto skupiny se vdZe molekula substratu za vzniku
komplexu enzym — substrat. Substrat zapada do aktivniho centra jako kli¢ do zamku.
Po priibéhu reakce se komplex rozpada a z aktivniho centra enzymu se uvolni produkty reakce.

Enzymy jsou obvykle velmi specifické a obvykle katalyzuji jednu konkrétni chemickou
reakei, pri které dochazi k preméné substratu na produkt. Za enzymatickou specifitu je
zodpovédny predevsim komplementarni (vzajemné si odpovidajici) tvar substratu a aktivniho
mista enzymu — princip zamku a klice.

Enzym katalaza

Jednim z enzymi, kterym se budu ve svych tlohach zabyvat, je katalaza. Zakladni funkeci
tohoto enzymu je rozklad peroxidu vodiku v burice na vodu a kyslik. Katalaza je jeden z
nejrychlejsich enzymi viibec. Jedina molekula katalazy miize pfevést na vodu a kyslik miliony
molekul peroxidu vodiku za sekundu.

2 H,0, - 0, + 2 H,0

Kataladza se nachazi témeér v kazdé bunce, v nékterych bunkach je jeji koncentrace vysoka,
v nékterych naopak nizka — zalezi zejména na tom, jak je bunka metabolicky aktivni. Peroxid
vodiku vznik4 v organismu ¢innosti rychle reagujicich volnych radikald, které se uvolnuji pri
riznych metabolickych procesech (fotosyntéza, dychani, rozklad lipidd...). Radikalovymi
reakcemi vznikne peroxid vodiku, ktery pro bunku predstavuje rovnéz nezadouci reaktivni
latku, a proto se buiika snazi prevést jej na kyslik a neskodnou vodu. A k tomuto tcéelu slouzi
burice pravé enzym katalaza, ktery rozlozi peroxid vodiku jesté rychleji, nez by mohl stihnout
reagovat s jinymi latkami a dale tak poskozovat vnitini prostiredi butiky.

Je dobré si uvédomit, ze i kdyz katalazu obsahuji témér vSechny buriky kazdého organismu,
pro kazdy organismus je jeho enzym (tedy katalaza) specificky. To znameni, Ze kazdy
organismus bude mit jiné teplotni nebo pH optimum, pfi kterém bude jeho katalaza nejlépe
fungovat.

Z bézného zZivota vime, Ze se katalaza hojné vyskytuje v krvi — pokud pouzijeme peroxid vodiku
jako desinfekéni ¢inidlo na krvacejici ranu, vidime, jak peroxid pti styku s krvi ,bubla“
uvolnuje se kyslik.

Pokles katalazy ve stari ve vlasovych burkach zpiisobi, Ze se prestane odbouravat peroxid
vodiku, ktery je ve vlasech prirozené piitomen a vlasy v disledku toho Sedivi. [4]

A koneéné — pomérné znama je nemoc vitiligo — je neinfekéni kozni porucha, kdy dochazi ke
ztraté melanocyti — bunék tvoricich kozni pigment. Vitiligo rovnéz mimo jiné vykazuje
omezené puisobeni katalazy.[s!
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2.2.1 Testovani riaznych druha potravin na pritomnost katalazy

Casova dotace:
20—30 minut — podle mnozstvi testovanych potravin

Cil:
Prokazat, Ze enzym kataldza je pritomen témér ve vSech testovanych potravinach. Zhodnotit,
ve kterych typech latek (potravin), je aktivita katalazy nejvyssi a kde naopak nejnizsi.

Pomiticky a material:

Nejriznéjsi typy potravin (ovoce, zelenina — doporuceno je otestovat mj. pekarské drozdi, hlizu
bramboru a syrova kureci jatra)

sada zkumavek ve stojanku

Chemikalie:

Peroxid vodiku (dobte poslouzi 3% roztok prodavany v 1ékarné)
detergent (napt. Jar nebo Pur)

sachar6za

Postup prace:

Jednotlivé potraviny nakrajime na drobné kousky — obecné plati, Ze ¢im vétsi je povrch
reagujicich latek, tim bude reakce probihat rychleji. Nadrcené potraviny umistime do
zkumavek tak, aby objem ve vSech zkumavkach byl ptiblizné stejny (cca 2 ml drti) a do kazdé
zkumavky pridame kapku detergentu. Pokud mame v experimentu i pekarské drozdi, predem
k nému pridame trochu cukru (sacharéza), abychom bunky kvasinek metabolicky aktivovali.
Pak do kazdé zkumavky ptiddme piiblizné 2,5 ml 3% roztoku peroxidu vodiku. Pozorujeme a
zapisujeme priibéh reakce v jednotlivych zkumavkach.

Vysledky a zavér:
Protoze funkei katalazy je rozklad peroxidu vodiku, méizeme pozorovat uvoliiovani kysliku,
ktery je produktem této enzymatické reakce:

katalasa
2H,0,—>0,+ 2 H,0

Protoze jsme do reakcéni smeési pridavali i kapku detergentu, vznikajici kyslik vytvari pénu, jejiz
vysku ve zkumavce lze priblizné zmérit. Detergent rovnéz zvysSuje reakcni rychlost, protoze
rozbiji bunééné membrany a enzymy se v disledku lyze bunék uvoliiuji pfimo do roztoku.
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2.2,2 Mechanismus a¢inku katalazy

Casova dotace:
cca 10 minut

Cil:
V praktické tloze ovérit mechanismus t¢inku enzymu

Pomiicky a material:

hliza bramboru nebo Cerstva kureci jatra
zkumavky

stojanek

Chemikalie:
Peroxid vodiku (3%)

Postup prace:

Vybereme potravinu, ktera v pfedchozim experimentu vykazovala nejvyssi aktivitu katalazy —
tedy hlizu bramboru nebo kufteci jatra. Celou potravinu (nepodrcenou — prouzek jater nebo
hranolek bramboru) umistime do zkumavky (oznaéime 1). Tentokrat nebudeme pridavat
detergent. Do zkumavky prilijeme peroxid vodiku tak, aby byl v nadbytku (cca 4—5 ml). Reakci
nechame probéhnout do rovnovahy. Po nékolika minutach (kdyz se prestane vyvijet kyslik)
opatrné prelijeme supernatant (horni vodnou fazi) do nové zkumavky (oznac¢ime jako 2).
Sediment (kousek jater, bramboru) ponechame v ptivodni zkumavce (1).

Zjistujeme, co se stalo s enzymem katalazou. Ve které zkumavce se enzym aktualné€ nachazi?
Je funkéni nebo se jiz vyéerpal? Jak bychom to mohli ovérit?

Provedeme néasledujici experimenty: Pfipravime si novou cerstvou potravinu (jatra, brambor)
a tu priddme k obsahu zkumavky 2. PopiSeme reakci. Jaka chemicka latka se nachéazela ve
zkumavce €. 2?

Do zkumavky ¢. 1 pridame znovu cca 5 ml Cerstvého peroxidu vodiku. Popiseme reakci.
Zdtavodnime.

Vysledky a zavér:

Zopakovali jsme experiment, pri kterém kataldza zjater (bramboru) rozkladala pridany
peroxid vodiku. Poté co reakce probéhla do vycerpani substratu (H.O.), z reakéni smési se
uvolnil kyslik (do ovzdu$i) a ve zkumavce zlstal druhy produkt reakce (H.O). Takze
supernatant, ktery jsme pfevedli do zkumavky 2 je voda. V této vodné fazi uz nezistal zadny
aktivni enzym, coz jsme oveérili priddnim obsahu zkumavky 2 ke zkumavce 3 (Cerstva
potravina) — reakce neprobéhla.

Aktivni enzym se nachéazi stale ve zkumavce €. 1, coZ jsme dokazali tim, Ze jsme k obsahu
zkumavky 1 pridali éerstvy peroxid vodiku. Pritomna katalaza peroxid rozlozila na vodu a
kyslik.
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2.2.3 Zavislost aktivity katalazy na pH

Casova dotace:
cca 30 minut

Cil:
Prokazat, Ze katalaza z riiznych organismi nejlépe funguje v urc¢itém rozmezi pH. Porovnat pH
optimum pro katalazy z riiznych druhi potravin

Pomiicky a material:
Cerstva hliza brambor
cerstvé kureci jatra
pekarské drozdi

sada zkumavek ve stojanku
pH indikatorové papirky

Chemikalie:

Peroxid vodiku (3%),

kyselina: ocet (kvasny, lihovy) kyselina octova — 8% roztok (nebo 5% kyselina sirova)
zasada: praci soda — uhli¢itan sodny- 5% roztok (nebo 5% roztok hydroxidu sodného)

Postup prace:
Pripravime si 5 zkumavek a do nich namichame fadu roztokd od nejnizsiho pH po nejvyssi.
Pracujeme podle nasledujiciho schématu:

1- 5 ml 8% kyseliny octové

2- 0,5 ml 8% kyseliny octové + 4,5 ml vody

3- 5 mlvody

4- 0,5 ml 5% uhli¢itanu sodného + 4,5 ml vody

5- 5ml 5% uhli¢itanu sodného
Vsechny zkumavky zamichame a pomoci indikatorového papirku stanovime priblizné pH. Poté
do kazdé zkumavky priddme 3 ml peroxidu vodiku. Ze syrové oloupané brambory ukrojime
platek silny ptiblizné 0,5 cm a z tohoto platku ukrojime 5 stejné velkych hranolki a umistime
je po jednom do kazdé zkumavky. Pozorujeme reakce v jednotlivych zkumavkach a
zaznamename vysledky.
Stejné postupujeme i s dalsimi materialy (kureci jatra, pekarské drozdi)

Vysledky a zavér:

Timto experimentem jsme prokazali, jak aktivita katalazy v bramboru, jatrech a drozdi zavisi
na pH reakéniho prostredi. Zaroven se ukazalo, Ze kataldza z brambor ma jiné pH optimum
nez katalaza v pekarském drozdi.
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2.2.4 Zavislost aktivity katalazy z bramboru na teploté

Casova dotace:
cca 60 minut

Cil:
Prokazat, ze katalaza z bramborové hlizy funguje v uréitém rozmezi teplot. Najit teplotni
hranici, pti které dochazi k denaturaci enzymu

Pomicky a material:

Bramborova hliza

odmérny valec

teploméry, které pokryji teplotni rozhrani o — 100°C
vodni lazen (polystyrenova nadoba)

ledova drt

stopky

Chemikalie:
Peroxid vodiku 3%
detergent (pripravek na nadobi, napt. Jar)

Postup prace:
Kousek bramborové hlizy jemné nastrouhame a rozmélnime ve vod€. Definované mnozstvi této
suspenze (napf. 2 ml) prevedeme do odmérného valce (objem 50 ml), pfidame kapku
detergentu a cca 2 ml 3% peroxidu vodiku. Katal4dza ptitomna v bramboru rozklada peroxid,
coZz pozorujeme jako uvolnovani kysliku, ktery je produktem této enzymatické reakce. A
protoZze u plynu lze snadno mérit jeho objem, neni problém u této reakce piimo stanovit
rychlost enzymatické reakce. Ta je definovana jako pocet molti produktu vzniklych za sekundu.
U plynu ndm pak poslouZi jednoduchy vztah mezi latkovym mnozstvim (v molech) a jeho
objemem (v litrech) dle stavové rovnice idedlniho plynu. Objem vzniklého plynu urc¢ime tak, ze
méfime vysku sloupce pény, kterou vyviji uvolnujici se kyslik. Objem zjistime méfenim vysky
pény a priméru nadoby podle vztahu

V = vmr2
Objem dosadime do stavové rovnice

n =RT/pV
p - 101 325 Pa (atmosféricky tlak)
T — teplota lazné v Kelvinech (1 K= 1 °C, 0 °C = 273,15 K)
V — objem v m3
R - 8,314 J-K*-mol* (molarni plynova konstanta)

Ziskané latkové mnozstvi vydélime mérenym casem.

Provedeme reakce bramboru s peroxidem vodiku ve vodnich laznich s rtiznymi teplotami.
Zacneme s nulovou teplotou (voda s ledem) a skon¢ime varici vodou. V kazdé teplotni varianté
zmérime rychlost reakce na zakladé vznikajici pény. Potom vyneseme rychlosti do grafu spolu
s teplotou lazné a popiSeme, jak se méni rychlost reakce pii riznych teplotach.

Vysledky a zavér:

Obecnym pravidlem je, Ze enzymatické rychlosti byvaji nejnizsi pti nulové teploté, poté se
zvySuji, az ndhle prudce klesnou v okamziku, kdy je protein denaturovan vysokou teplotou. To
se stava pri teplotach nad 40°C. Protoze bramborova hliza v plidé roste pti relativné nizkych
teplotach (zejména na jare), méla by byt jeji kataldza pomérné aktivni jiz pti nizsich teplotach.
Z grafu je patrné, Ze pti nejnizsich teplotach je aktivita katalazy pomérné nizka, poté se zvysuje
a pri teploté vyssi nez 40 °C nastava razantni pokles aktivity katalazy, protoZe dochézi k tepelné
denaturaci enzymu.
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2.3 Jak vznikaly tyto tlohy — prakticka doporuceni

Jak se pfesvédCime v tiloze 1. katalaza se nachézi témér ve vSech materialech rostlinného a
zivoc¢isného piivodu. Cim se vSak jednotlivé vzorky budou diametralné lisit — mnozstvim a
aktivitou katalazy. Z toho mtizeme odvodit, Ze ¢im je burika metabolicky aktivnéjsi, tim lépe a
vice v ni lze katalazu detekovat. Uloha ¢. 1 se da provadét i bez pouziti detergentu — efekt
vtomto pripadé neni tak vyrazny, jako kdyz vznika péna, ale zase je mozné pozorovat
uvolnovani jednotlivych bublinek kysliku pfimo zmateridlu, a to i u vzorkl, které
s detergentem zadnou pénu netvorily (napr. oves — katalaza se v semenech ovsa nachazi, ale ve
srovnani s ostatnimi vzorky ji tam je velmi malo — bublinky kysliku na zrnu jsou patrné, ale je
jich velmi malo a zac¢inaji se uvolnovat az po delsi dobé).

Pokud tedy pouzijeme k detekci kysliku detergent (doporucuji), pak je vhodné misto klasickych
zkumavek (ja jsem pouzivala zkumavky o délce 12 c¢cm) pouzit vyssi zkumavky, pripadné
odmérné valecky, protozZe u vzorki, jako jsou pekaiské drozdi, vejce nebo driibezi jatra bude
reakce s peroxidem velmi bouftliva a rychld, takze pokud chcete mérit vysku sloupce ,kyslikové
pény*“, je potfeba na to mit dostate¢né vysokou mérici nddobu (mé to ze zkumavek béhem
okamziku vyteklo ven, takz méreni vysky sloupce pény bylo bezpredmétné).

Pii pokusech s kataldzou bych navrhovala, aby si studenti nejprve otestovali, ve kterych
vzorcich je katalaza nejvice aktivni a stémito vzorky potom dale pracovali pri testovani
optimalnich podminek pro funkci katalazy (teplota, pH).

V tloze ¢. 4 doporucuji nejprve stanovit néjakou jednu hodnotu objemu vznikajici pény, které
bude prifazen ¢asovy interval. J4 jsem pfi vypracovavani této tlohy zvolila zbyte¢né slozity
postup, kdy jsem postupné zaznamenavala velikost objemu kyslikového sloupce — a k tomu
dobu (cas) za kterou byl tento objem dosazen. Nakonec jsem z velkého mnozZstvi ziskanych dat
stejné musela zvolit pro vSechny testované teploty jednu hodnotu objemu vzniklého kysliku.
Ve vSech provedenych méfenich jsem se rozhodla zpracovat dvé hodnoty rychlosti reakce — za
jak dlouhy casovy interval vzniklo 30 ml a 40 ml kyslikové pény a tyto dvé hodnoty jsem
zprimeérovala (viz. Protokol).

Studentiim se také muze stat, Ze aktivita katalazy se bude liSit i u stejnych vzorki za stejnych
reakénich podminek - napft. pfi stanovovani aktivity katalazy z bramborové hlizy. Mize byt
pozorovan rozdil mezi novymi (Cerstvymi) bramborami a starymi (nebo nevhodné
skladovanymi) bramborami — ukazuje se, Ze u cerstvych brambor je aktivita katalazy vyssi.
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Testovani ruznych druhu potravin na
prritomnost katalazy

Autor: Magdalena Ambrozkova

ABSTRAKT

Cilem této ulohy bylo otestovat riizné druhy rostlinnych a zZivocisnych tkani na pritomnost
enzymu katalazy. Enzym byl detekovan reakci jednotlivych vzorkt s peroxidem vodiku.
Hodnotila jsem miru vznikajiciho kysliku.

POMUCKY A MATERIALY

e Nejrizné€jsi typy potravin (banan, brambor, zazvor, pekarské drozdi, kufeci jatra,
jablko, hruska, mrkev, htib pravy, rajce, kureci maso, maliny, oves — zrna, kivi, ananas,
cibule, vejce)

¢ sada zkumavek ve stojanku

e Peroxid vodiku (3% roztok prodavany v 1ékarné), sacharoza (cukr)

e detergent (napt. Jar nebo Pur)

POSTUP PRACE

Vybrala jsem si potraviny, které jsem chtéla otestovat na pritomnost enzymu katalazy. Tyto
potraviny jsem nakrajela, rozmackala, podrtila a do kazdé zkumavky dala ptiblizné stejny
objem smési (2 ml). Tento experiment jsem provadéla ve dvou variantach. V prvnim piipadé
jsem k podrcené smési testovanych pridavala primo peroxid vodiku, ve druhé varianté jsem
nejprve ke kazdému vzorku pridala kapku detergentu (Jar) a teprve poté jsem pridala peroxid.
Ke kvasinkdm jsem v obou piipadech predem piidala trochu cukru (sacharo6za), abych je
aktivovala.

Zkumavky jsem si postavila do stojanku vedle sebe a pak k nim postupné prilévala 2,5 ml 3%
peroxidu vodiku. Priibéh reakei jsem dokumentovala fotoaparatem a po cca 5 min jsem si
zapsala poradi vzorki podle aktivity katalazy.

VYSLEDKY

VARIANTA POKUSU BEZ DETERGENTU

V této varianté jsem chtéla otestovat, zda se kataldza nachazi ve vSech testovanych vzorcich a
dale jsem chtéla vyhodnotit, ve kterych latkach je aktivita katalazy nejvyssi. Testovala jsem 12
potravin — banan, zazvor, drozdi, kufreci jatra, jablko, mrkev, htib, rajce, kureci maso, maliny
a semena ovsa.

Thned po pridani peroxidu se v nékterych zkumavkach zacaly vytvaret bublinky unikajiciho
kysliku — v pritomnosti enzymu katalazy zde probihala reakce rozkladu peroxidu vodiku na
kyslik a vodu:

2 H,0, » 0, + 2 H,0




1. banan
3. brambor
4. zazvor
2. drozdi
5. jatra

9. jablko
8. mrkev
7. hiib

10. rajcata
6. maso
11. maliny
12. oves

Obrdzek 1: Testovadni vzork( na pritomnost kataldzy - bez detergentu

Aktivitu katalazy jsem v tomto piipadé hodnotila pozorovanim — porovnévala jsem mnozstvi
bublinek kysliku, které vznikaly v jednotlivyich zkumavkach (bublinky pfitom vynésely kousky
testovanych latek vzhiru ke hladiné). Nejvyssi aktivita katalazy byla detekovana v téchto

vzorcich: brambor, banén, drozdi, jatra, pomérné aktivni byl i zdzvor a hfibek. Nejnizsi aktivitu
vykazovaly semena ovsa.

VARIANTA POKUSU S DETERGENTEM
Do tohoto pokusu jsem vybrala vzorky zpredchézejiciho experimentu, které vykazovaly

nejvyssi aktivitu katalazy a doplnila jsem je o dalsi latky, které jsem chtéla také otestovat.
Testované vzorky jsem rozkrajela a podrtila a prevedla do zkumavek. Jesté pred pridanim

peroxidu jsem do kazdé zkumavky pridala kapku detergentu.

Legenda:

1. pekarské drozdi
2. hrmska

3. banan

4. kiwi

5. brambor

6. vajicko

7. kuteci jatra

8. cibule

Obrazek 2: Testovdni vzorkl na pritomnost kataldzy - varianta s detergentem:
a) vzorky 1-8 pred priddnim peroxidu; b) vzorky 1-8 po priddni peroxidu




Po pridani peroxidu byla probihajici reakce mnohem lépe pozorovatelnd, protoZze vznikajici
kyslik, ktery se uvolnovat, vytvoril s detergentem pénu, ktera stoupala ve zkumavkach vzhtiru.

Zhodnoceni rychlosti reakce a vysky pénového sloupce, ktery vznikal uvoliiovanim kysliku:

1. pekarské drozdi + 7. kuteci jatra — nejrychlejsi reakce, nejvyssi sloupec pény
5. brambor
6. kiepel¢i vajicko (zloutek smichany s bilkem)
2. hruska + 8. cibule
3. banan
4. kiwi

Intenzita reakce rozkladu H,0, s pfidanim detergentu
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DISKUZE

V prvni verzi experimentu jsem do smési neptridavala detergent. Reakce probihaly slabéji a
pomaleji, navic se kyslik uvolnioval pfimo do vzduchu a nebylo tim mozné presnéji urcit, ve
kterém ze vzorkd je aktivita katalazy nejvyssi.

V druhé verzi experimentu jsem detergent pridala a experiment se podarilo mnohem lépe
popsat a zdokumentovat. Detergent totiZ mimo vytvoreni pény s kyslikem také nasobné reakei
zrychlil. Je to logické, protoze detergent rozbiji membrany a lyzuje buriky, takze enzym se ve
vétsi mitfe uvoliiuje do roztoku.

Zajimavé chovani vykazovala kataldza vbandnu — kdyZz jsem srovnala vysledky v obou
pokusech. V prvni verzi patiil bandn mezi vzorky s nejvyssi aktivitu katalazy, zatimco v druhém
pokusu byla aktivita jeho katalazy (mezi ostatnimi testovanymi) jedna z nejnizsich. Domnivam
se, Ze rozpor vznikl tim, Ze v prvnim pokusu jsem pouzila ¢erstvy banan a v druhém zraly banan
s témér hnédou slupkou a velmi mékkou duzninou. Z toho vyplyva, Ze se ,starnutim” potravin
aktivita katalazy v jejich buiikach klesa.




ZAVER

Enzym katalaza, jehoZ pritomnost a aktivitu jsem v tomto protokolu testovala, rozklada
peroxid vodiku za priibéhu této reakce:

katalasa

2 0,248 0. + 2 H,0

Ve verzi experimentu bez detergentu byla nejvice aktivni kataldza v bananu, bramboru,
zazvoru a kvasinkach. Naopak nejméné aktivni (nebo viibec Zzadn4) byla v malinach a ovsu. Po
nékolika minutach ovSem i na semenech ovsa byly patrné drobné bublinky, znamena to, zZe i
tyto bunky obsahuji enzymy katal4zu, ale ve srovnani s ostatnimi testovanymi vzorky jen velmi
malo.

V pokusu s detergentem byla nejaktivnéjsi katalaza v pekarském drozdi (kvasinkach), jatrech
a bramboru. Nejméné aktivni byla v bananu a kiwi.

Pokud bych meéla srovnat oba typy experimentdi, pro demonstra¢ni pokusy rozhodné
doporucuji pridat k testovanym vzorktim detergent.




Demonstrace mechanismu acinku katalazy

Autor: Magdalena Ambrozkova

ABSTRAKT

Cilem této tlohy bylo demonstrovat mechanismus, kterym enzym kataldza ptisobi pti katalyze
rozkladné reakce peroxidu vodiku v burikach kufeci jaterni tkané.

POMUCKY A MATERIALY

o Cerstvé kufeci jatra
¢ sada zkumavek ve stojanku
e Peroxid vodiku (3% roztok prodavany v 1ékarné)

POSTUP PRACE

Z Cerstvych kurecich jater jsem vytizla maly kousek (celistvy, nekrajeny) a umistila jsem ho do
zkumavky, kterou jsem oznacila jako ¢. 1. Ke vzorku jater jsem pridala 4 ml peroxidu vodiku a
nechala jsem reakci probéhnout do rovnovahy (do spotiebovani reaktantu). Pribéh reakce
jsem zdokumentovala. Po nékolika minutach (kdyz se prestal vyvijet kyslik) jsem opatrné
prelila supernatant (horni vodnou fazi) do nové zkumavky, kterou jsem oznacila ¢. 2. Sediment
(kousek jater) jsem ponechala v ptivodni zkumavce (1).

Pripravila jsem si novy (Cerstvy) kousek jater a ten jsem pridala k obsahu zkumavky 2. Priibéh
reakce jsem zdokumentovala.

Do zkumavky ¢. 1 (obsahuje sediment — jatra) jsem znovu pridala 4 ml cerstvého peroxidu
vodiku. Reakei, ktera probéhla ve zkumavce 1, jsem opét zdokumentovala.

VYSLEDKY

Po pridani peroxidu vodiku do prvni zkumavky skouskem kurecich jater doslo ke
katalasa

katalytickému rozkladu peroxidu na kyslik a vodu, podle rovnice 2 H,0, — 0, + 2 H,0.

Vznikajici kyslik byl patrny ve velkém mnozstvi bublinek, které vynasel kousek jater k hladiné€.
Reakce probihala cca 5 minut, az do ustaveni rovnovahy (spotiebovani substratu).

Supernatant ze zkumavky 1 byl pfeveden do prazdné zkumavky 2, do které byl poté vloZen novy
cerstvy kousek kurecich jater.

7 V2

Ve zkumavce 2 nebyla patrna zadna probihajici rekce, z jater se neuvolnoval zadny kyslik.

Pfidanim peroxidu vodiku k ptivodnimu kousku jater ve zkumavce 1 dojde opét ke
katalytickému Stépeni peroxidu a uvoliovani kysliku.




Obrazek 1: Mechanismus ucinka kataldzy: a) rozklad peroxidu v pritomnosti kataldzy z jater; b) latka ve zkumavce 2
nevykazuje katalytickou aktivitu,; c) priddnim peroxidu do zkumavky 1 se obnovi katalytickd aktivita v jatrech

DISKUSE A ZAVER

V tomto experimentu jsem prokazala, Ze zastaveni reakce je dano vycerpanim substratu, nikoli
enzymu. Enzym se po skonceni reakce uvolnil z komplexu a neporuseny (intaktni) mze znova
katalyzovat tutéz reakei.

Supernatant ve zkumavce 2 je jeden ze vzniklych produktti — H,O. Druhy produkt — O, se
uvolnil do ovzdusi. Enzym katalaza ztistava v jatrech. Pfidanim peroxidu vodiku k jatrim ve
zkumavce 1 dojde k celému katalytickému procesu znova.




Zavislost aktivity katalazy na pH
Autor: Magdalena Ambrozkova

ABSTRAKT

Testovala jsem aktivitu katalazy ve vytipovanych vzorcich (pekatské drozdi, hliza bramboru,
kureci jatra) v zavislosti na pH roztoku. Pripravila jsem si $kalu roztoki, ktera pokryvala
spektrum pH od kyselych do zasaditych hodnot. Hodnoceni jsem provadéla na skale: kysely —
slabé kysely — neutralni — slabé zasadity — zasadity.

POMUCKY A MATERIALY

cerstva hliza brambor

Cerstvé kureci jatra

pekaiské drozdi

sada zkumavek ve stojanku

pH indikatorové papirky

Peroxid vodiku (3%),

kyselina: ocet (kvasny, lihovy) kyselina octova — 8% roztok (nebo 5% kyselina sirova)
zasada: praci soda — uhli¢itan sodny- 5% roztok (nebo 5% roztok hydroxidu sodného)

POSTUP PRACE

Nejprve jsem si pripravila 4 roztoky s riznym pH. Do prvni zkumavky jsem nalila 5 ml 8%
kyseliny octové. Do dalsi jsem smichala 0,5 ml 8% kyseliny octové s 4,5 ml vody (vysledna
koncentrace kyseliny octové byla 0,8%). Do treti zkumavky jsem dala cistou vodu. Do
nasledujici jsem smichala 0,5 ml 5% uhli¢itanu sodného s 4,5 ml vody (vysledna koncentrace
Na.CO; byla 0,5%). A do posledni zkumavky jsem nalila 5 ml 5% roztoku uhli¢itanu sodného.
Roztoky jsem orientacné zmétila indikatorovymi pH papirky.

8% CH;COOH - pH 3
0,8% CH;COOH - pH 5
H.O-pH7

0,5% Na.CO;—pH 9
5% Na.CO; — pH 12

Obrazek 1: Stupnice testovanych pH




Do kazdé z téchto zkumavek jsem nalila 3 ml peroxidu vodiku. Poté jsem postupné testovala
jednotlivé vzorky. Z kazdého materialu jsem pripravila pét stejné velkych kouskt. Ty jsem
vlozila do zkumavek s peroxidem a pozorovala probihajici reakce a porovnavala intenzitu
katalytické aktivity v jednotlivych zkumavkach.

VYSLEDKY

TESTOVANi PH OPTIMA PRO KATALAZU Z PEKARSKYCH KVASINEK

Nejaktivnéjsi  byla  kataldza  pfi
neutralnim pH. (vznikajici kyslikova
péna vytekla ze zkumavky ven jako
prvni). Dale kataldza velmi aktivni ve
slabé zasaditétm a slabé kyselém
prosttedi. Nejmensi aktivitu
prokazovala pti pH velmi zisaditém a
. velmi kyselém, ovSem i pfi tomto pH
katalaza fungovala relativné dobre.

Obradzek 2: Testovani aktivity kataldzy u kvasinek v zavislosti na pH

TESTOVANI PH OPTIMA PRO KATALAZU Z BRAMBOR

Katalaza zhlizy bramboru ma pH
optimum vmirné zasaditém az
zasaditém prostfedi. Pomérné dobie
rovnéz fungovala v neutralnim prostiedi
a néco méné aktivni byla ve slabé
kyselém prostiedi. Zadnou aktivitu
nevykazovala v prostredi kyselém.

Obrazek 3: Testovani aktivity kataldzy u bramboru v zavislosti na pH




TESTOVANi PH OPTIMA PRO KATALAZU Z KURECICH JATER

Nejvice aktivni byla kataldza ve slabé
zasaditém prostredi, nasledné
v zsaditém prostredi. Aktivni byla také
v neutralnim prostfedi. Méné aktivni
byla ve slabé kyselém prostiedi a pouze
malo bublinek se objevovalo v kyselém
prostredi.

Obrazek 4: Testovani aktivity kataldzy u jater v zdvislosti na pH

DISKUZE

Ocekavala jsem, Ze pH optimum katalazy bude odpovidat pH, které je uvniti bun€k — ¢ili kolem
neutralni hodnoty 6-7. Ukazalo se vSak, Ze pH optimum pro katalazu se u riiznych organismi
lisi. Je to dano tim, ze kataldza se v cytosolu bunék nevykytuje volné, ale je lokalizovana
v peroxisomech, coz jsou membranové organely, takze mohou mit uvnitt jiné pH nez je
v cytosolu. Zatimco jaterni kataldza nejlépe funguje pti pH slabé zisaditém az zasaditém,

vvvvv

ale spolehlivé funguje i pii pH 3 nebo pH 12.

ZAVER

Zjistila jsem, Ze kazda kataladza reaguje na pH prostiedi jinak, takze pH optimum a obecné
tolerance k pH se u téchto tii testovanych vzorki lisi.

Katalaza v kvasinkach reaguje nejlépe pri neutralnim pH.
Katalaza v bramboru je nejvice aktivni v zasaditém prostiedi.

Katalaza v jatrech je nejaktivnéjsi taktéz v zasaditém prostredi.




Testovani rychlosti reakce rozkladu
peroxidu vodiku pomoci katalazy z lilku
brambor (Solanum tuberosum) v zavislosti
na teploté

Autor: Magdalena Ambrozkova

ABSTRAKT

Tato experimentalni prace zkoum4, jak zavisi rychlost rozkladu peroxidu vodiku enzymem
katalazou na rekénich podminkéch, konkrétné na teploté. Zkoumala jsem, jaka je optiméalni
teplota pro katalazu, ktera se nachazi v zdsobni (oddenkové) hlize lilku bramboru (Solanum
tuberosum). Aktivitu katalazy jsem testovala v rozmezi teplot 0—100° C.

POMUCKY A MATERIALY

e Peroxid vodiku 3% roztok z lékarny

e Oddenkové hlizy lilku brambor (Solanum tuberosum)

¢ Voda (pitna voda z kohoutku)

e Detergent (Jar — pripravek na myti nadobi)

e Bazénovy teplomér pro méreni teplot v rozmezi 0-50 °C

e Zavarovaci teplomér pro méreni teplot v rozmezi 40—100 °C
e Rucné kalibrovana sklenéna nadoba (vysoka a izka sklenice od oliv)
e Vodn4 lazen (vyrobena z polystyrenu, z krabice od pocitace)
e Kuchynské vahy

e Plastové kalibrované strikacky nesterilni (0—10 ml)

e Stopky ke sledovani casu

POSTUP PRACE

Funkce katalazy lze ovérit tak, ze rozmélnime kousek brambory ve vodé a pridame k ni peroxid
vodiku. Okamzité mizeme pozorovat vznikajici kyslik, ktery pozname jako Suméni a bublani
na povrchu brambory. Kdyz k této smési priddme malé mnozstvi detergentu (pfipravek na
nadobi), vznikajici kyslik se d4 mérit jako péna (vyska pénového sloupce v nadobé€). Takto se
da zjistit objem kysliku. Z této veli¢iny pak mtzeme zjistit rychlost reakce (podle stavové
rovnice idealniho plynu).

Abych zjistila, pii které teploté katalaza pracuje nejrychleji, pripravila jsem si 8 typti vodnych
lazni (pro o, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80 a 100 °C). Sledovala jsem, jak rychle se kyslik vyvijel a
mnozstvi vzniklého plynu za rtiznych teplot.

Nejprve jsem si cely experiment vyzkousela nanecisto, abych zjistila, jaké je optimalni mnozstvi
nastrouhaného bramboru, pridané vody a peroxidu vodiku. Rozhodla jsem se pro nasledujici
postup:




e Nastrouhala jsem bramboru a odvéazila 20 g nastrouhané smeési

e K této smési jsem pridala stejné mnozstvi vody (tedy v poméru 1:1) a malé mnozstvi
Jaru

e Touto smési jsem naplnila kalibrovanou sklenici (po rysku ode dna — cca 20 ml)

e K této smési jsem pridala peroxid vodiku (10 ml) — celkovy objem smési a peroxidu v
nadobce byl oznacen jako bod 0, od tohoto bodu byla nddobka kalibrovana po 10 ml az
do 110 ml

e V okamziku pridani peroxidu ke smési a promichani jsem pomoci stopek sledovala
rychlost vznikajiciho plynu.

e Vidy, kdyz vzniklo 10 ml plynu, tak jsem zaznamenala ¢as

e Toto jsem provadéla za riiznych teplot, vzdy pred pridanim peroxidu jsem se snazila,
aby stejnou teplotu méla lazen, nastrouhana brambora s vodou i peroxid vodiku.

VYSLEDKY
V/ml
10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100
t/°C — T/°K t/s
0-273.15 19 | 34 | 54 | 67 | 89 | 117 | 185 | 277 - -
10 - 283.15 5 17 20 29 42 54 70 86 117 | 198
20-293,15 5 15 20 28 37 50 65 80 110 170
30-303,15 8 14 20 27 35 44 50 70 93 135
40 - 313,15 8 12 18 25 38 40 43 54 68 95
50 - 323,15 6 12 20 30 40 45 50 60 85 -
60 - 333,15 10 12 20 45 60 120 - - - -
80-353,15 10 60 - - - - - - - -
100 - 373,15 - - - - - - - - - -

Tabulka: Zavislost rychlosti katalytické aktivity na teploté; vlevo teplota; byl méren ndrist objemu pény o 10 ml za prislusny
cas

Z téchto namérenych hodnost jsem si vybrala k dal§imu zpracovani 2 hodnoty objemu vzniklé
pény - za jak dlouhy ¢asovy interval vzniklo 30 ml a 40 ml kyslikové pény, a tyto dvé hodnoty
jsem zprumeérovala. Abych vypocitala rychlost enzymatické rekce (v umol/s) vypocitala jsem
latkové mnozstvi n podle stavové rovnice:

n =RT/pV

p — 101 325 Pa (atmosféricky tlak)

T — teplota lazné v Kelvinech (1 K = 1 °C, 0 °C = 273,15 K)
V — objem v m3

R - 8,314 J-K-‘mol* (molarni plynova konstanta)

Ziskané latkové mnozstvi jsem vydélila méfrenym casem.
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DISKUZE

Z experimentu vyplynulo, Ze teplota, pti které katalaza nejvic urychluje rozklad peroxidu
vodiku je v rozmezi 30-40°C. Pfi 50 °C je sice pocateéni rychlost reakce srovnatelna s
teplotou 30-40 °C, zhruba po 1 minuté dojde k denaturaci enzymu. Pti teploté 60 °C dojde k
denaturaci enzymu jesté drive, ziskany kyslik dosahuje objemu pouze 60 ml. Pti 80 °C enzym
funguje pouze prvnich par sekund, ziskany objem kysliku je pouze 20 ml. Pti 100 °C
nefunguje viibec (je okamzité kompletné denaturovan), zadny kyslik se neuvolni.

ZAVER

Enzym katalaza, jehoZ pritomnost a aktivitu jsem v tomto protokolu testovala, rozklada
peroxid vodiku za pribéhu této reakce:

katalasa
2H,0,——> 0, +2H,0

Obecnym pravidlem je, ze enzymatické rychlosti byvaji témér zanedbatelné pii nulové
teploté, poté rostou, az nahle prudce klesnou v okamziku, kdy je protein denaturovan
vysokou teplotou. To se stava pri teplotach nad 40°C. Vzhledem k tomu, Ze bramborova hliza
se nach4zi v ptidé a roste tam i pii relativné nizkych teplotach (zejména na jate), je jeji
kataldza pomérné aktivni jiz pri nizsich teplotach.




3 FYTOHORMONALNI LABORATOR
3.1 Uvod do problematiky

Z enzymologické laboratote se ted’ pfesuneme do laboratofe hormonti. O hormonech vime, ze
jsou to latky, které funguji u mnohobunéénych organismi jako chemicky pirenase¢ — posel mezi
jednotlivymi burnikami, nebo tkdnémi, a tim Fidi pribéh a koordinaci vSech reakci v organismu.
V enzymologické laboratori jsme si ukazali, Ze enzymy mohou fungovat v jakémkoli vzorku
rostlinné nebo Zivoc¢isné tkané, i kdyz ptivodni organismus uZz neexistuje. Hormony se vSak od
enzymd lisi i tim, Ze puisobi jen na Zijici buriky, potazmo organismus.

Vzhledem ktomu, Ze ted budeme pracovat scelymi organismy, nabizi se jako nejlepsi
modelovy objekt vyuzit pravé rostliny a zkoumat ptisobeni fytohormont.

Fytohormony se samoziejmé od zZivoéiSnych hormonti v mnohém odlisuji — coz je ddmo
hlavné stavbou a fungovanim rostlinného té€la. Rostliny nemaji ani nervy, ani specializované
zlazy, a i cely jejich systém rozvodu signalnich latek se ve srovnani szivoéichy lisi.
Fytohormony vznikaji u rostlin zpravidla v normélnich nijak nespecializovanych bunkach a
casto chemicky ovliviiuji své nejblizsi okoli. Ale mohou byt rozvadény cévnimi svazky i na vétsi
vzdélenosti. Z tohoto divodu maji vSechny rostlinné hormony relativné malé molekuly, aby
mohly snaze prechézet z buniky do bunky pies buné¢nou sténu (to je bariéra, pres kterou velké
molekuly neprojdou).[¢

Dtive se délily rostlinné hormony podle toho, jestli maji na rostlinu (jeji riist a vyvoj) stimula¢ni
nebo inhibi¢ni Géinky. Dnes uz se od této klasifikace pomalu upousti, a to proto, ze spektrum
ucinkd jednotlivych fytohormont je pomérné velké (mnohem vétsi, nez je tomu u ZivociSnych
hormoni).l”] Kromé toho funguji i tak, ze nizkd a vysoka koncentrace vedou k opacnym
efektiim (napft. vyssi hladina hormonu auxinu podporuje rst, ale dalsi zvySovani koncentrace
auxinu uz rist zablokuje), takze se neda Gplné tict, Ze je fytohormon striktné stimulaéni nebo
inhibi¢ni. Navic casto ptisobi nékolik fytohormonit dohromady a jejich tc¢inky se mohou
kombinovat, takze pritomnost dvou nebo vice fytohormoni vrostliné vede kriznym
odezvam.[”]

Mezi fytohormony patii obrovské mnozstvi latek (a nové se neustale popisuji). Ve
stiedoskolskych ucebnicich se uvadi pét zakladnich kategorii fytohormon - auxiny,
cytokininy, gibereliny, kyselina abscisovéa a ethylen. V poslednich desetiletich se objevuji dalsi
signalni latky fytohormonalniho charakteru — napt. kyselina jasmonova, kyselina salicylova,
brassinosteroidy, polypeptidy a oligopeptidy atd. [8]

V nasledujicich experimentech se budu zabyvat fytohormonem ethylenem.

Ethylen

je nejmensi rostlinny hormon, chemicky vzorec ethylenu je C.H,. Byva fazen mezi tzv. stresové
hormony. Urc¢ité je zajimavé zjistit, za jakych okolnosti byl ethylen pro védu poprvé objeven a
popsan. Zaslouzil se o to rusky badatel Dimitrij Neljubov v roce 1901.190 Vté dobé byl
k osvétlovani ulic pouzivan svitiplyn. Svitiplyn vSak ¢asto z potrubi unikal a u stromd, které
rostly v blizkosti potrubi se svitiplynem, dochazelo k ndpadnému predcasnému opadavani
listdi. Neljubov si tohoto faktu vsiml a jako prvni popsal i¢innou latku v plynu — coz byl prave
ethylen — jako zodpovédnou za predcasny opad listi. To, Ze ethylen néjakym zptisobem
ovliviiuje rostliny a zejména plody, védéli jiz staii Citiané, ktefi vyuzivali paleni vonnych
ty¢inek (uvolnuje se ethylen) k dozravani ovoce.

Ethylen je produkovan vSemi ¢4stmi rostlin, ale nejvice ho vyrabéji rostouci ¢asti rostlin, a to
hlavné béhem zrani plodi, starnuti a opadu ploda a kvétl. Pti stresu nebo poranéni dochazi

béhem kratké doby (v fddu desitek minut) az k né€kolikandsobnému nartstu produkce
ethylenu.
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Funkce ethylenu jako fytohormonu:
e urychluje zrani téch plodd, u kterych se zintenziviiuje dychani.
e na podzim urychluje opad listi (pomaha vytvorit vrstvu bunék, v které se listy
odlamuji).
e u kli¢énich rostlin brani v rstu a reguluje rist semenacku pri kliceni pod zemi

Zrani ploda

Nezralé plody jsou zelené, tvrdé a nejedlé. P¥i dozravani se plody zabarvi, zméknou a stavaji se
chutnymi, coz je zptisob rostliny, jak prildkat ,konzumenty* plodd, ktefi zajisti rozsifeni semen
(zoochorie). Dozravani je Tfizeno rostouci koncentraci ethylenu. Jeho vlivem dojde
k enzymatickému rozkladu komponent bunéc¢né stény a plody zméknou. Dochéazi k rozkladu
Skrobu na jednoduché cukry a plody zesladnou. Vznikajici barvy a viiné priladkaji zvirata, ktera
se budou podilet na dalsim rozsifovani plodii. Vznikajici ethylen mé4 stimula¢ni vliv na
produkei dalsiho ethylenu (regulace pozitivni zpétnou vazbou).

Tato chemicka kaskada ma své vyuziti v praxi:

Pomoci uméle navozené atmosféry s ethylenem se uméle dozrava ovoce, které se k nam dovazi
jako nezralé z exotickych kraji (napi. banany). A naopak, napi. pii dlouhodobém skladovani
jablek neni zaddouci, aby jablka dozravala, takze se skladuji v atmosféte CO., ktery u jablek
inhibuje syntézu nového ethylenu.

Opad lista

Shazovanim listii (u stromi a bylin v mirném pasu) se rostliny chrani v zimnim obdobi, aby
nedochézelo k odparovani vody a usychani v dobé, kdy rostlina nemtize ze zamrzlé pidy ziskat
vodu. Na bazi rapiku se nachdazi specifickd vrstva — tzv. opadova vrstva bunék, které
vypadaji jinak nez okolni buriky (maji velmi tenké bunécné stény a jsou bohaté na hydrolytické
(rozkladné) enzymy). Plsobenim hydrolytickjch enzym dochazi krozkladu pektinu
v bunécénych sténach, a ty jsou nakonec tak slabé a tenké, Ze ptisobenim vétru a vlastni vahy
nakonec samy odpadnou. Opad listii je Fizen zménou v koncentracich hormoni auxinu a praveé
ethylenu. Jakmile se snizi produkce auxinu a zvysi produkce ethylenu, aktivuji se hydrolazy
v opadavé vrstvé bunék.

Odpovéd’ kli¢icich rostlin na ethylen

Ethylen se pri kliceni rostlin bézné uplatiiuje. Jeho vyznam si miizeme popsat na prikladu
klicici rostlinky, ktera se nachazi jesté v ptidé a kli¢i smérem nahoru k povrchu. Pokud pri
kliceni narazi na né€jakou prekazku (napt. kdimen), vinima to jako mechanicky stres — prekazku
a v disledku toho se u ni zacne produkovat ethylen, ktery vyvola tzv. trojitou odpoveéd’. Ta
umozni rostlince vyhnout se prekazce a pirekonat ji. Trojita odpovéd se sklada z téchto ¢asti —
zpomaleni rustu stonku, zesileni stonku a zkrouceni apexu, tak aby meristém byl
chranény. Pokud je piekazka (kimen) prekonéna a obejita, produkce ethylenu ustane, stonek
opét zestihli a roste smérem nahoru. Cim vyssi koncentrace ethylenu se pii kliceni vyskytuje,
tim je trojita odpovéd zretelnéjsi.
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3.2.1 Testovani vlivu ethylenu na kliéeni semen rerichy a
dozravani plodu rajcéat

Casova dotace:
priprava experimentu cca 20—30 minut, pozorovani 4 dny

Cil:
v ramci jednoho experimentu prokazat vliv ethylenu na kli¢eni semen a dozravani plodt

Pomucky a material:
Sklenice s tésné priléhajicim uzavérem, vata, gazovy obvaz, seminka refichy seté, zralé jablko
(nebo zraly banan), nezrala rajcata

Postup prace:

Vtomto experimentu chceme prokazat, Ze ethylen urychluje dozravani plodd a zaroven
zpusobuje abnormality pii kliceni semen. Jako zdroj ethylenu budeme pouzivat zralé jablko,
nebo zraly banan. Piipravime si sklenice s vicky, do kterych na dno ddme vrstvu vaty a tu dobie
navlhéime. Na vlhkou vatu vysejeme seminka fefichy. Navrhneme schéma pokusu:

Sklenice 1 — bude kontrolni, vysejeme fefichu a uzavieme

Sklenice 2 — do vaty vysejeme seminka fefichy, do gazy vlozime zralé jablko a nezralé rajce,
upevnime tak, aby oboje ziistalo v prostoru nad vatou, sklenici uzavireme

Sklenice 3 — do vaty vysejeme seminka fefichy a do gazy vlozime jen nezralé rajce, gazu
upevnime k vi¢ku a sklenici uzavieme

Sklenice 4 — do vaty vysejeme seminka fefichy, do gazy vloZime zralé jablko, které bude
zbavené slupek a nezralé rajée, upevnime tak, aby oboje ztistalo v prostoru nad vatou, sklenici
uzavieme. V této sklenici testujeme hypotézu, zda produkce ethylenu probiha i v plodu, ktery
je zbaven slupky.

Vysledky:

Jiz druhy den po zalozZeni experimentu vidime, Ze semena refichy zacinaji kli¢it. Treti den je
patrné, ze kliceni refichy ve sklenici 2 je vyrazné pomalejsi a klicici rostlinky se od kontroly ve
sklenici 1 morfologicky odlisuji — rostou jakoby rovnobézné s povrchem. Zaroven pozorujeme,
7e zelené rajée ve sklenici 2 za¢ina jako prvni dozravat. Ctvrty den je moZné experiment
ukondit, protoze rajée ve sklenici 2 jiz dozralo, a zaroven jsou patrné rozdily v nakli¢enych
rostlinkach mezi jednotlivymi sklenicemi. Ve sklenici 4 se podarilo prokazat, ze ethylen se
produkuje mnohem vice, pokud je plod celistvy, nezbaveny pokozky.

Vedle sebe polozime rostlinky ze sklenice 1 a 2 a porovname, zda je patrna trojita odpovéd.
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3.2.2 Testovani vlivu ethylenu na opad listi

Casova dotace:
Priprava experimentu — cca 10—20 minut, pozorovani — priblizné 1 tyden

Cil:
Prokazat, ze produkce ethylenu ma vliv na predéasny opad listt

Pomiicky a material:
Sklenice s tésné priléhajicim vickem, vétvicky stromi (napf. tfeSen, Sefik, lipa, vrba...),
zkumavky, zrala jablka

Postup prace:

Pripravime si dvé vétsi sklenice s dobfe priléhajicim vickem. Utizneme dvé stejné velké
vétvicky ze stromu a pocet listli na vétvicce upravime tak, aby byl v obou ptipadech stejny. Do
sklenice €. 1 umistime vétviéku vloZzenou do zkumavky s vodou a uzavieme — tato sklenice bude
kontrolni. Do sklenice €. 2 vlozime druhou vétvicku, a navic pfiddme zralé jablko. Sklenici
uzavieme a pozorujeme.

Vysledky a zavér:

Vzhledem k tomu, Ze v prirodé se na opadu listd v soucinnosti se vzriistajici koncentraci
ethylenu podili také klimatické faktory (hlavné vitr), je dobré tak 1x za den se sklenicemi
opatrné zatiast nebo zakyvat. V momenté, kdy ve sklenici s ethylenem po zatieseni dojde
k opadu listti a v kontrolni sklenici ne, miizeme pokus ukoncit. U vétSiny testovanych vétvicek
doslo k opadu listti (vzhledem ke kontrole) do 7-8 dnii od zapoceti pokusu. Nejlépe v pokusu
reagovaly vétvicky vrby bilé, Sefiku nebo broskvoné. Naopak nejdéle trval opad listii (u strom,
které jsem testovala) u jabloné a javoru babyka.
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3.3 Jak vznikaly tyto tlohy — prakticka doporuceni

Experiment s potlacenim kliceni a dozravanim plodi
K sestaveni tohoto experimentu jsem pouzila ,retro” zavaiovaci sklenice — maji nékolik vyhod,

buclaty tvar, takze se s nimi dobfe manipuluje a sklenéna (¢ili prisvitna) vicka, kterymi mutze
lépe prochazet svétlo, a které také velmi tésné priléhaji na sklenici. Pokud by se pouzily
normalni 0,71 zavarovaci sklenice, doporucila bych gazu s ovocem a rajéetem uchytit gumickou
u okraje sklenice a misto vicka pouzit napt. potravinarskou folii, a upevnit ji tak, aby tésné
priléhala na sklenici (vznikajici ethylen nebude unikat a zaroven bude prochézet svétlo).
Seminka jsem vysévala na vlhkou vatu. V nékterych navodech se doporucuje vysévat seminka
do zeminy, ale vzhledem k tomu, Ze ve sklenici vznikne uzavieny a pomérné vlhky a teply
ekosystém, pri pouziti zeminy pro vysev casto dojde k rychlému riistu plisni. V tomto sméru se
mi vata mnohem lépe osvédcila.

Jesté upozornéni — sklenice byly umistény na svétle, ale ne na plném slunci (byly na severni
strané€ okna) — tim jsem chtéla vyloucit fakt, Zze nezralé rajée dozraje samo i za oknem s plnym
sluncem (teplo a svétlo).

Dale jsem testovala, zdali je lepsi v pokusu pouzit zralé jablko nebo banan — experiment dobre
vychézi jak s jablkem, tak i s bandnem. Literatura uvadi, Ze ethylen se nejvice tvori pfi zrani
tzv. klimakterickych plodi, kam se radi napf. rajcata, jablka, hrusky, broskve, olivy nebo
mango. Pokus pravdépodobné nevyjde (nevim, netestovala jsem), pokud se pouZiji napf.
citrusy.

V experimentu s bandnem jsem testovala, zda k produkci ethylenu staci jen bananova slupka.
Vysledkem bylo zjisténi, ze bandnova slupka neprodukuje témér zadny ethylen a ani
neurychluje dozravani rajéete. Aby byl experiment kompletni (coZ jsem zatim nestihla
zopakovat) mélo by byt rozvrZeni pokusu nésledujici:

1- kontrola — samotné seminka refichy

2- seminka rerichy + nezralé rajce

3- seminka refichy + nezralé rajce + zraly banan

4- seminka ferichy + nezralé rajce + bananova slupka
5- seminka refichy + nezralé rajce + oloupany banan

V idealnim pripad€ bychom méli dojit ke zjisténi, Ze nejvice ethylenu vyprodukuje neporuseny
zraly bananovy plod, ani samotna slupka, ani oloupany banan nemaji na dozravani rajcete a
ovliviiovani kliéeni takovy vliv, jako neporuseny banan.

Vzhledem k tomu, Ze jsem v ramci jednoho experimentu testovala dva fenomény — zaroven
dozravani i potlaceni kliceni, ukoncila jsem experiment jiz po 4 dnech, kdy dozralo rajce
v prostfedi s nejvys$si koncentraci ethylenu. Pokud by experiment pokracoval, doslo by
k postupnému dozravani rajéat i v dalsich sklenicich, takze by se hiife hodnotilo, které je vice
cervené.

Pokud by se tento experiment rozdélil na dva pokusy — testovalo by se zvlast dozravani ploda
a zvlast vliv na kliceni — 1ze v pripadé kli¢eni experiment protdhnou i na 10—14 dni. Poté by
bylo mozné 1épe porovnat klicivost semen a dosaZenou vysku a vyvojové stadium semenacki
v riznych variantach a vysledky vynést do grafu.
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Experiment s opadem listi

P1i pripravé tohoto pokusu jsem se snazila co nejvice napodobit podminky, jaké panuji venku
(v prirodé). Chtéla jsem, aby na testované vétvicky ptisobil slunec¢ni svit a zmény teplot (ve dne
— vnoci), proto jsem experimentalni sklenice postavila na terasu. Zaroven jsem se snazila
napodobit plisobeni vétru, takze jsem kazdy den s uzavienymi sklenice trochu ,zatfepala“ a
pozorovala jsem, jaky to bude mit vliv na opad listd.

Tento pokus se da délat v nékolika variantach:

- prokazujeme vliv ethylenu na opad listi — pouZijeme vétvicku ze stromu, o kterém
vime, Ze je pro tento experiment vhodny (vrba, Sefik, broskvon). Testujeme dvé sklenice
— jedna je experimentalni — obsahuje vétvicku ve zkumavce s vodou a jablko (prip. vice
jablek), druha sklenice je kontrolni a obsahuje pouze vétvicku ve zkumavce s vodou.
Experiment ukonéime ve chvili, kdy po zatfeseni se sklenicemi v pokusné sklenici
opadnou listy z vétvicky, ale v kontrolni sklenici nikoliv.

- Testujeme vétvicky riznych stromi a zjistujeme, které z nich jsou k ptisobeni ethylenu
nachylnéjsi. Pokus se da usporadat stejné jako v predchozim piipadé — do jedné
sklenice se umisti vzdy jedna testovana vétvicka + ke kazdé testované vétvicce délame
kontrolu bez ethylenu.

- Testujeme vice vétvicek najednou. K tomuto pokusu se da pouZit velka (objem cca 31
nebo 5 1) sklenice. Do této sklenice se vloZi nékolik mensich zralych jablek a mezi né se
postavi zkumavky svodou a s testovanymi vétvickami (da se takto otestovat 4-5
vzorkit). Sklenice se neprody$né uzavie mikrotenovym sa¢kem a gumickou. Stejnym
zptsobem se vyrobi i kontrolni sklenice bez jablek — misto jablka se pouzije koule
z mokrého papiru — jako zdroj vlhkosti. Sklenice postavime ven, tak aby na né alespon
¢ast dne svitilo slunce. Po uplynuti predem dohodnutého c¢asového intervalu (napft. 5
dnti) se obé sklenice oteviou a jednotlivé vétvicky se vytdhnou a porovnaji z hlediska
opadanych listti.

Tyto experimenty jsem provadéla v podzimnim obdobi (na prelomu zafi a fijna). Da se
predpokladat, ze v tomto obdobi (bliZiciho se vegetacniho klidu) uz jsou stromy k ptisobeni
ethylenu citlivéjsi. Nicméné vzdy se podarilo prokazat, ze vétvicky v pritomnosti ethylenu
shodily listy dfive neZ kontrolni vétve bez ethylenu. Zajimavé by bylo udélat tento experiment
na jaie nebo v 1été, kdy predpokladam, Ze odolnost stromi viici stresu zptisobeného ethylenem
by mohla byt vyssi, nez je tomu na podzim.

A jesté doporuceni k vybéru stromt vtomto experimentu. Ja jsem testovala vétvé téchto
stromti:

Jablon, tresen, broskvon, Serik, zlatice previsla (Forsythia), lipa, vrba bila, briza a javor
babyka.

Nejvhodnéjsi k tomuto experimentu jsou broskvorn, Sefik a vrba (v pokusné sklenici listy
opadaly jiZ po 4 dnech), naopak nejodoln€jsi vii¢i ethylenu se ukazala byt jablon a javor klen
(neopadaly ani po 10 dnech). U jabloné by se to dalo vysvétlit i tim, Ze tam je zejmé geneticky
nastavena pomeérné vysoka odolnost vii¢i ethylenu, protoze na podzim na jablonich dozravaji
jablka, ktera ethylen samy produkuji a stejné stromy neshazuji listy, protoze je pro né vihodné
v tomto obdobi jesté fotosyntetizovat. Tyto experimenty se daji provadét i v zimnim obdobi,
doporucuji pouzit vétvicky z biectanu (Hedera helix) nebo ptaciho zobu (Ligustrum).

A jesté dilezité upozornéni. Jako zdroj ethylenu je nejvhodnéjsi pouzit jablka, protozZe jablka
produkuji ethylen v del§im ¢asovém intervalu nez napt. baniny. Déle je dilezité zohlednit
zdroj jablek — nejlépe se k experimentim hodi jablka prfimo ze zahrady, tj. neoSetiené
povrchovym voskem, ktery ma prave slouzit ke snizeni produkce ethylenu a ke zpomaleni
dozravani u komeréné skladovanych a prodavanych jablek.
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Testovani vlivu ethylenu na kliceni semen
rerichy a dozravani plodu rajcat

Autor: Magdalena Ambrozkova

ABSTRAKT

Cilem této ulohy bylo prokézat vliv ethylenu na dozravani nezralych plodd (zde konkrétné
zelenych bobuli rajcete) vliv na kli¢ici rostlinky rerichy seté.

POMUCKY A MATERIALY

e Sklenice s tésné priléhajicim uzaveérem
e vata, gdzovy obvaz

e seminka Fefichy seté

e zralé jablko (nebo zraly banéan)

e nezrala rajcata

POSTUP PRACE

V tomto experimentu jsem chtéla prokazat, zZe ethylen urychluje dozravani plodi a zaroven
zptsobuje abnormality pri kliceni semen. Jako zdroj ethylenu jsem pouzila v prvnim pokusu
zralé jablko, v druhém pokusu jsem pak testovala zraly banan.

Pripravila jsem si zavarovaci sklenice se sklenénymi vicky. Na dno jsem dala vrstvu vaty, kterou
jsem dobre navlhéila. Na vlhkou vatu jsem vysela seminka refichy.

Pokus 1 jsem provadeéla podle nasledujiciho schématu:

Sklenice 1) — kontrolni, vysela jsem fefichu a uzavrela

Sklenice 2) — do vaty jsem vysela fefichu, do gazy jsem vlozila zralé jablko a nezralé rajce a
upevnila tak, aby rajce i jablko ziistaly viset v prostoru nad vatou, sklenici jsem uzaviela.
Sklenice 3) — do vaty jsem vysela fefichu, do gazy jsem vlozZila nezralé rajce, gazu jsem
upevnila stejné jako u sklenice 2 a sklenici jsem uzavrela.

Sklenice 4) — do vaty jsem vysela fefichu, do gazy jsem vlozila zralé jablko zbavené slupek a
nezralé rajce, upevnila tak, aby oboje ziistalo v prostoru nad vatou, a sklenici jsem uzaviela. V
této sklenici jsem zjistovala, zda je ethylenu produkovéan probiha i v plodu, ktery je zbaven
slupky.

Pokus 2 jsem zalozila podle tohoto schématu:

Sklenice 1) — kontrolni (pouze feficha)

Sklenice 2) — reficha + nezralé rajée + cely banan
Sklenice 3) — feficha + nezralé rajce

Sklenice 4) — reficha + nezralé rajce + bananova slupka




Obrazek 1: Vliv ethylenu na kliceni a dozrdvani — rozvrZeni experimentu: a) 1-nezralé rajce + reficha,
2-jablko + nezralé rajce + rericha, 3-oloupané jablko + nezralé rajce + rerficha, 4-feficha; b) jablka a
nezrald rajcata na zacdtku experimentu ; ¢) bandny a nezrald rajcata na zacdtku experimentu

VYSLEDKY

TESTOVANI VLIVU ETHYLENU ZE ZRALYCH JABLEK

Jiz druhy den po zaloZeni experimentu bylo vid€t, jak semena fefichy zac¢inaji kli¢it. Treti den
bylo patrné, Ze kliceni fefichy ve sklenici 2 je vyrazné pomalejsi a klicici rostlinky se od kontroly
ve sklenici 1 morfologicky odlisuji — rostou jakoby rovnobézné s povrchem. Zelené rajce ve
sklenici 2 zacalo jako prvni dozravat. Ctvrty den jsem experiment ukonéila, protoze rajée ve
sklenici 2 jiz dozralo, a zaroven jsem mohla pozorovat jednoznacné rozdily v nakli¢enych
rostlinkach mezi jednotlivimi sklenicemi. Ve sklenici 4 se mi podarilo prokazat, ze ethylen se

produkuje v mnohem vétsim mnozstvi, pokud je plod celistvy, nezbaveny pokozky.

Obrdzek 2: Zhodnoceni experimentu po Ctyrech dnech




TESTOVANI VLIVU ETHYLENU ZE ZRALEHO BANANU

V tomto experimentu jsem testovala, zda zraly bandn produkuje ethylen v natolik dostacujici
koncentraci, aby se dal pouzit pfi demonstraénich pokusech s ethylenem misto jablka. Na
rozdil od pokusu 1 jsem ve sklenici 4 pouzila ne cely banén, ale jen banidnovou slupku, protoze
jsem chtéla otestovat, zda i v tomto pripadé bude dochazet k produkci ethylenu.

Pokus 2 byl ukoncen (stejné jako pokus 1) po étyfech dnech, kdy doslo k dozrani (zéervenéni)
rajcete ve sklenici 2. Kli¢ici reficha vykazovala nejvétsi anomalie rovnéz ve sklenici 2. Zralost
rajéete i kliceni ferichy ve sklenici 4, kde se nachazela pouze bananova slupka, byly srovnatelné
s kontrolami ve sklenicich 1 a 3.

Obrazek 3: Zhodnoceni vlivu ethylenu z bandnu na dozrdvdni raj¢at po 4 dnech: a) rozvrZzeni experimentu — 1—
reficha (kontrola), 2-reficha + nezralé rajce, 3-reficha + nezralé rajce + bandnovd slupka, 4-reficha + nezralé
rajce + cely bandn; b) porovndni miry zralosti rajcat po ukonceni experimentu

Po skonceni experimentu jsem vedle sebe polozila rostlinky ze sklenice 1 a 2, porovnavala jsem
je a zjistovala jsem, zda je patrné tzv. trojitd odpovéd.




Obrazek 4: Trojita odpovéd klicici rostliny
na pritomnost ethylenu (vpravo): zkrdceni
stonku, zpomaleni ristu, zatoceni a rust

v horizontdlnim sméru vlevo kontrola
(bez ethylenu)

DISKUZE

Oba experimenty (1 i 2) naplnily mé predpoklady, ze ethylen, ktery se uvolnuje ze zralého
ovoce, urychluje dozravani nezralych rajcat a zaroven zpomaluje a deformuje rist klicicich
rostlin ferichy. Zjistila jsem, Ze jak jablko, tak i banan lze pouZivat ptfi demonstra¢nich
pokusech s ethylenem. V pokusu s jablkem jsem navic prokézala, Ze pokud je jablko zbavené
slupky, produkce ethylenu je vyrazné nizsi.

V experimentu s banidnem jsem testovala, zda k produkei ethylenu staéi jen zral4d bananova
slupka. Vysledkem bylo zjisténi, Ze bandnova slupka neprodukuje témér 7adny ethylen,
neurychluje dozravani rajéete, ani nema vliv na kli¢eni. Aby byl ovSem experiment kompletni
(coZ jsem zatim nestihla zopakovat) mélo by byt rozvrzeni pokusu nésledujici:

1- kontrola — samotna seminka ferichy

2- seminka Fefichy + nezralé rajce

3- seminka fefichy + nezralé rajée + zraly banan

4- seminka fefichy + nezralé rajée + bananova slupka
5- seminka Fefichy + nezralé rajce + oloupany banan

V idealnim pripadé bych timto méla dokazat, Ze nejvice ethylenu vyprodukuje neporuseny zraly
bananovy plod, ani samotna slupka ani oloupany banidn nemaji na dozravani rajéete a
ovliviiovani klieni takovy vliv, jako neporuseny banan.

ZAVER

V tomto experimentu jsem prokézala, Ze ethylen ze zralych jablek a zralych banant podporuje
dozravani nezralych rajcat. A zaroven ovliviiuje kli¢eni semen ferichy. U kli¢icich rostlinek
v pritomnosti ethylenu byla patrna tzv. trojita odpovéd — zpomaleni ristu stonku, zesileni
stonku a zatoc¢eni a rlist v horizontalnim sméru.




Testovani vlivu ethylenu na opad listu

Autor: Magdalena Ambrozkova

ABSTRAKT

Cilem této alohy bylo prokazat vliv fytohormonu ethylenu na opad list@i. Byly testovany olisténé
vétvicky riznych druhti stromi v cilené navozené atmosfére s vyssi koncentraci ethylenu.

POMUCKY A MATERIALY

e Sklenice s tésné priléhajicim uzavérem, velké sklenice (d6zy o objemu 31 nebo 51)

e Zkumavky nebo malé odmérné valecky

e Vétvicky riznych druhi stromt (jablon, tesen, broskvon, Sefik, zlatice previsla, lipa,
vrba bil4, briza a javor babyka)

e zral4 jablka

¢ koule z mokrého papiru (jako kontrola)

¢ mikrotenové sacky, gumicky

POSTUP PRACE

V tomto experimentu jsem chtéla prokézat, Zze ethylen ma vliv na opad listi. Jako zdroj
ethylenu jsem pouzila zrala jablka. Vliv ethylenu na opad listl jsem testovala na vzorcich 9
vétvicek z riiznych druht stromd.

TESTOVANI VLIVU ETHYLENU NA OPAD LISTU

Pripravila jsem si zavatovaci sklenice se sklenénymi vicky. Na dno jsem dala 2 mala zrala jablka
a mezi né jsem umistila zkumavku svodou, do které jsem vlozila olisténou vétvicku
testovaného stromu. Podobné velkou vétvicku (stejny pocet listi, ze stejného stromu) jsem
vloZila do kontrolni sklenice bez jablka (misto jablka jsem pouzila kouli z mokrého papiru).
ODbé sklenice jsem neprodysné uzaviela a umistila do venkovniho prostredi (terasa, zapadni
strana, odpoledni a vecerni slunce)

V tomto experimentu jsem testovala vétve téchto stromi:

e Jablon domaéci - (Malus domestica)

e Tresen obecna — ptaci (Prunus avium)
e Lipa srdc¢ita — (Tilia cordata)

e Seiik — (Syringa)

e Bfiza bélokora — (Betula pendula)




Obradzek 1: Usporadani experimentu -
vlevo sklenice s vétvickou a jablkem,
vpravo kontrola - bez ethylenu

Kazdy den jsem vSemi sklenicemi opatrné zatiasla (abych tim imitovala ptisobeni vétru).
V momenté€, kdy po zatfeseni doslo v né€které ze sklenic k opadu listli, pokus jsem pro tento
uréity druh stromu ukondila a zaznamenala jsem si, jaky byl ¢asovy interval od zaloZeni pokusu
do opadu listd.

TESTOVANi CITLIVOSTI VUCI ETHYLENU U RUZNYCH DRUHU STROMU

V tomto experimentu jsem pouzila jednu velkou sklenénou lahev (objem 3 1). Na dno ldhve
jsem dala nékolik mensich zralych jablek a mezi n€ jsem postavila zkumavky s vodu a s témito
testovanymi vétvickami:

e Vrba bila — (Salix alba)

e Broskvon obecné — (Prunus persica)

e Zlatice previsla — (Forsythia suspensa)
e Javor babyka — (Acer campestre)

K této pokusné sklenici jsem pripravila sklenici kontrolni, ktera obsahovala vétvic¢ky stejnych
stromti jako experimentalni sklenice, misto jablek v§ak byly pouzity koule z mokrého papiru.
Obé sklenice jsem neprodys$né uzaviela (pomoci mikrotenového sacku a gumicek) a umistila
jsem je do venkovniho prostiredi (vychodni strana, ranni a dopoledni slunce). S témito velkymi
sklenicemi jsem béhem experimentu netrasla. Pokus jsem ukoncila po péti dnech, kdy jsem
oteviela obé sklenice a postupné jsem vytahovala jednotlivé vétvicky a porovnavala je (pokusna
x kontrolni) podle po¢tu opadanych listi.




VYSLEDKY

TESTOVANIi VLIVU ETHYLENU NA OPAD LISTU

V prvnim experimentu na pritomnost ethylenu nejlépe reagovala vétvicka Sefiku — opad listi
jsem zaznamenala jiz po 4 dnech. Déle listy opadavaly v tomto poradi: lipa srdcita (6 dni),
briza bélokora (6 dnii), tiesen obecna (7 dnit) a jablon domaci (po 10 dnech upadl pouze jeden
list). Ve vSech ptipadech opadaly listy pouze ve sklenicich s jablky (tj. v pfitomnosti ethylenu).
V kontrolnich sklenicich jasem opad listii nepozorovala ani u jednoho druhu stromu.

Obrazek 2: Srovndni kontrolnich vétvi a vétvi pod vlivem ethylenu: a) vétev Seriku po ctyrech
dnech ve sklenici s ethylenem; b) kontrolni vétev seriku po Ctyrech dnech bez pritomnosti ethylenu;
¢) vétev tresné po 7 dnech v atmosfére ethylenu; d) kontrolni tresriova vétev po sedmi dnech

TESTOVANi PRAHU CITLIVOSTI VUCI ETHYLENU U RUZNYCH DRUHU
STROMU

Tento experiment jsem ukondila pfesné po péti dnech. V pribéhu pokusu jsem se sklenicemi
netiasla, ale pouhym pozorovani jsem zaznamenala, Ze jiZ po 4 dnech doslo k opadu nékolika
listi u vétvicky broskvoneé a u vétvicky vrby bilé.

Kdyz jsem po péti dnech vytahovala vsechny testované vétvicky, u experimentalni sklenice (s
jablky) mi listy z vétvi opadévaly jiz béhem manipulace s nimi. U kontrolni sklenice jsem
nezaznamenala zadné opadané listy.




Obrazek 3: Srovnani experimentdlnich a kontrolnich vétvicek po 5 dnech pokusu: a) javor babyka; b) vrba
bild; c) zlatice previsld; d) broskvori obecnd; experimentdlini vétve pod vlivem ethylenu jsou oznaceny
jablkem (vZdy vlevo)

DISKUZE

Oba experimenty (1 i 2) naplnily mé predpoklady, Ze ethylen, ktery se uvoliiuje ze zralého
ovoce, ma vliv na opadavani listd. OvSem citlivost jednotlivych stromt vii¢i etyhlenové
atmosfére se liSila. Jako nejcitlivéjsi — a tedy k demonstra¢nim pokustim nejvhodnéjsi — se
nabizi pouziti Setiku, broskvoné nebo vrby bilé. Nejméné vhodné (z mnou testovanych vzorki)
k tomuto tcelu jsou vétve jabloné a javoru babyky.

U jabloné by se to dalo vysvétlit i tim, Ze tam je geneticky nastavena pomeérné vysoka odolnost
viici ethylenu, protoze na podzim na jablonich dozravaji jablka, ktera ethylen samy produkuji
a stejné stromy neshazuji listy, protoze je pro né vyhodné v tomto obdobi jesté fotosyntetizovat.




Tyto experimenty jsem provadéla v podzimnim obdobi (na ptrelomu zari a fijna). D4 se
prredpokladat, Ze v tomto obdobi (bliziciho se vegetacniho klidu) uz jsou stromy k ptisobeni
ethylenu citlivéjsi. Nicméné vzdy se podarilo prokazat, ze vétvicky v pritomnosti ethylenu
shodily listy diive nez kontrolni vétve bez ethylenu. Zajimavé by bylo udélat tento experiment
na jare nebo v 1ét€, kdy predpokladam, ze odolnost stromii viici stresu zptisobeného ethylenem
by mohla byt vyssi, nez je tomu na podzim.

ZAVER

V tomto experimentu jsem prokazala, ze vétve zrlznych stroml v atmosfére ethylenu ze
zralych jablek shazuji své listy drive, nez vétve tychz stromi v kontrolnim experimentu bez
ethylenu (bez jablek). Podarilo se mi vytipovat né€kolik druhii stromi, které 1ze dobfe pouzit
pri demonstraénich pokusech tohoto jevu. Jde zejména o vétve Seriku (Syringa), broskvoné
(Prunus persica) a vrby bilé (Salix alba). Naopak nevhodné k demonstraci jsou vétve jabloné
(Malus domestica).

Tato experimentalni data — maji-li byt tyto pokusy reprodukovany, byla ziskana v podzimnich
meésicich (prelom zari a ijna). Pokud budou pokusy provadény v jiném ro¢nim obdobi (jaro
nebo 1éto) nemohu zaruéit, Ze vysledky experimentu budou totozné.




4 FOTOSYNTETICKA LABORATOR
4.1 Uvod do problematiky

Témér vsechen zZivot na Zemi funguje na sluneéni pohon. Bez slunce by zivot nebyl. Slune¢ni
energie musi pirekonat vzdéalenost ptiblizné 160 miliona kilometrt, aby mohla byt zachycena
v chloroplastech zelenych rostlin a v procesech, které se oznacuji jako FOTOSYNTEZA,
preménéna na energii chemickou.

Fotosyntéza tedy zajistuje vyzivu pro témeér cely svét. A to jak piimo — jako autotrofni vyZziva
organismi (tedy hlavné zelenych rostlin), které dokazi pomoci fotosyntézy preménit sluneéni
energii a CO, do organickych sloucenin, tak i neprimo — heterotrofni organismy vyuzivaji
uhlikaty organicky material, ktery primarné pochazi pravé z autotrofnich organismt. Témér
vSechny heterotrofni organismy jsou na autotrofech zavislé, a to nejen svou vyzivou, ale také
spottebou kysliku, ktery vznika jako vedlejsi produkt fotosyntézy.

Fotosyntéza je fascinujici kaskada procesti, ale jako ucivo nebyva pro svou narocnost a
komplexitu u studentii prilis oblibena. V této kapitole bych rada nabidla trochu jiny zptisob
teoretické vyuky, a sice zdbavné vyucovani formou komiksu. Autorem tohoto velmi zdarilého
dilka je prof. Jay Hosler z Juniata College v Pensylvanii,[?] sjehoz svolenim jsem komiks
prelozila do cestiny.

V tlohach, které jsem vybrala, budeme ovérovat vliv riznych parametri na pribéh
fotosyntézy. Vzhledem k tomu, ze nemame k dispozici zadné sofistikované pristroje, kterymi
bychom stanovovali koncentrace plyni v ovzdusi, budeme pracovat s vodnimi rostlinami a ve
vodnim prosttedi. V tomto usporadani je mozné i pouhym okem pozorovat, jak se z rostlinnych
pletiv uvoliiuje do vody kyslik a unikajici plyny je mozné jimat. Je ale dobré predem si
zopakovat, jaka je rozpustnost plynt ve vode€ a jak ji ovliviiuje napt. teplota a dalsi faktory.

Teplota vody °C | Oxid uhli¢ity mg.l* | Teplota vody °C | Oxid uhliéity mg.l
0 1,10 12 0,65
1 0,97 13 0,63
2 0,92 14 0,61
3 0,90 15 0,59
4 0,84 16 0,57
5 0,83 17 0,55
6 0,81 18 0,54
7 0,78 19 0,52
8 0,75 20 0,51
9 0,72 25 0,44

10 0,70 30 0,38
11 0,67 35 0,31

Tabulka upravena podle: https.//is.muni.cz/el/1431/jaro2010/C4680/um/2457585/C0O2 ve vode.pdf

Z tabulky je zfejmé, Ze se stoupajici teplotou vody rozpustnost oxidu uhlic¢itého ve vodeé klesa,
na rozdil od ostatnich pevnych ¢i kapalnych latek, kde je tomu naopak.
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4.2.1 Fotosyntéza, kyslik a oxid uhlicéity

Cil:
Zjistit, jaké podminky jsou nutné k tomu, aby fotosyntéza probihala. Jak mtizeme dokazat
vznikajici kyslik, jak miizeme dokazat spotfebu oxidu uhli¢itého

Casova dotace:
60—120 minut

Pomiicky a material:

Uzaviratelné sklenice nebo Erlenmeyerovy barnky
gumové balonky

vodni rostlina nap¥. vodni mor (Elodea)

zdroj svétla

Chemikalie:

destilovana voda

0,5% roztok Na,CO5; nebo NaHCO,
sifonova voda

Postup prace:

Nejprve si rozvrhneme experiment. Chtéli bychom dokéazat, ze fotosyntéza probiha v zelenych
rostlindch na svétle, ze k tomu, aby probihala, potfebuje kromé svétla jesté CO., a zZe jako
vedlejsi produkt fotosyntézy se uvolnuje kyslik.

Pripravime si 3 sklenice nebo barnky a tti, pokud mozno stejné snitky vodniho moru.
Sklenice 1—4/5 objemu destilované vody + 1/5 objemu sifonové vody + vodni mor

Sklenice 2 - 0,5% roztok Na.CO; nebo NaHCO; + vodni mor

Sklenice 3 — prrevarena destilovana voda + vodni mor

Do sklenic vlozime snitky vodniho moru, naplnime je az po okraj a uzavieme je nasazenim
gumového balonku, ktery bude jimat vznikajici plyny. Sklenice postavime na svétlé misto za
oknem (nejlépe plné slunce) nebo pod intenzivni zdroj osvétleni (zarovka). Experiment
nechame bézet cca 2 hodiny a pribézné pozorujeme bublinky kysliku, které se vyvijeji na
listech vodniho moru, a zaznamenavame nartstajici velikost gumovych balénki.

Vysledky a zavér:

Béhem asi 20—30 minut po zaloZeni pokusu jsou uz dobte patrné bublinky uvolnujiciho se
kysliku na listech. Jako prvni se za¢ne nafukovat balonek u sklenice €. 1, coZ je dano do jisté
miry i tim, Ze kromé vznikajiciho kysliku se ze sifonové vody uvoliuji také bubliny CO..
Srovnatelna se sklenici 1 bude zhruba za 60 minut také sklenice 2 — coz nam dokazuje, Ze zelené
vodni rostliny si dokazi vytdhnout CO. i zjiné slouceniny (zde Na.COs), pokud nemaji
k dispozici plynny CO,.

Ve sklenici 3 nejsou pozorovatelné zadné zmény — takze tam fotosyntéza neprobiha. Tim, zZe
jsme destilovanou vodu prevarili, doslo k odstranéni vSechny plynii ve vodé rozpusténych,
takze rostlina ve sklenici 3 neméla k dispozici Zadny CO. ani zdroj, ze kterého by si jej mohla
vyrobit, a proto fotosyntéza v tomto usporadani neprobihala.
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4.2.2 Fotosyntéza a dychani

Cil:
srovnat oba procesy z hlediska produkce a spotteby O, a CO,

Casova dotace:
60—120 minut

Pomicky a material:
Vodni rostlina napt. vodni mor (Elodea), plody (napi. Sipek, ptaci zob), uzaviratelné
zkumavky, plastové brcko, zdroj svétla, alobal na zatemnéni

Chemikalie:
Voda z kohoutku, indikator bromthymolova modt - BTB (zasobni roztok - koncentrace: 1.104
mol.]"* - navazka 30,9 mg BTB do 500 ml destilované vody)

Postup prace:

Nejprve se sezndmime s indikdtorem bromthymolova modf. Tato chemikalie se pouziva jako
indikator pH. V zasaditém prostiedi (pH vyssi nez 7), se barvi modre, ale kdyz pH klesne pod
7, postupné se odbarvuje az do zZlutého zbarveni. Nyni si ukdzZeme, jak bude BTB fungovat
v nasem experimentu. Do kiddinky nalejeme vodu (obyéejnou z kohoutku) tak, aby byla do 3/
plna. Pak pridame indikator tak, aby se voda zbarvila modie. Doporucuji pridat cca 4 — 4,5 ml
zasobniho roztoku BTB na 200 ml vody. Poté nechame studenty foukat brckem do vody tak
dlouho, nez se odbarvi (staci 2—3 nadechy). PopiSeme d€j, ktery nastal: Foukanim do vody v ni
rozpoustime CO. takze vznik4 slabé kyselina uhli¢itd H.COs, ktera snizi pH vody tak, Ze dojde
k jejimu odbarveni. Mizeme si také udélat fadu zkumavek, do kterych budeme pridavat kyselé
nebo zasadité latky a budeme pozorovat, jak se indikator BTB barvi. Dale mame nékolik
moznosti, jak postavit experiment.

Varianta 1 — nechdme studenty pracovat podle predem daného protokolu:

Pripravime si 6 zkumavek:

1. Voda z kohoutku obarven4 BTB (modra barva) - kontrola

2. Voda z kohoutku + BTB — odbarvena pritomnosti CO. (foukdnim pomoci brc¢ka) - kontrola
3. Voda obarvena BTB + snitka vodniho moru — umisténo na svétle

4. Voda obarvena BTB + snitka vodniho moru — umisténo ve tmé (zkumavku obalit alobalem)
5. Voda obarvena BTB + plody (2 zralé $ipky) — umisténo na svétle

6. Voda obarvena BTB + plody (2 zralé sipky) — umisténo ve tmé (zkumavku obalit alobalem)

Jiz po 20 minutach mtizeme pozorovat, jak se ve zkumavce 5 za¢ina modry roztok odbarvovat.
Po ukonceni experimentu odbalime zkumavky, které byly ve tmé a srovnadme barvu roztoku.
Modra barva by méla ziistat zachované pouze u zkumavky 3 (zelena rostlina na svétle) a
samoziejmé v 1 (kontrola), ostatni zkumavky by mély byt odbarvené. Nechame studenty
samostatné interpretovat vysledek experimentu.

Varianta 2 — nechame studenty samostatné navrhnout a sestavit experiment:
e Chceme dokazat, Ze fotosyntéza probiha jen na svétle, ne ve tmé
¢ Chceme dokazat, Ze ve tmé rostlina dycha
e Chceme dokazat, Ze nezelené casti rostlin neprovadéji fotosyntézu, ale dychaji, a to jak
na svétle, tak i ve tmé.

Studenti maji k dispozici vSechny pomiicky a materidly ztéto tlohy, sami si navrhnou

experiment (véetné kontrol) a zhodnoti vysledky. Lze rozdélit i do skupin — jedna skupina
dokazuje fotosyntézu na svétle, jina dychani rostlin ve tmé apod.
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4.3 Jak vznikaly tyto tlohy — prakticka doporuceni

Pokusy se daji provadeét s vétsinou vodnich rostlin, béhem jarnich nebo letnich mésicti mizeme
prozkoumat prirozené vodni nadrze v okoli a vodni rostliny k experimentti nasbirat tam. Ja
jsem otestovala mimo vodniho moru také stolistek klasnaty Myriophyllum spicatum a
riizkatec ostnity Ceratophyllum demersum. Obé tyto rostliny se ukazaly jako vhodny material
k experimentovani.

V zimnich mésicich doporuéuji zakoupit vodni mor kanadsky Elodea nebo rostlinu podobného
typu v akvaristickych potiebach.

Co se tyka ulohy sbromthymolovou modii — vyzkouSela jsem a optimalizovala redéni
zasobniho roztoku. Opravdu nejvice se mi osvédcéilo smisit 4,2 ml zasobniho roztoku BTB do
200 ml vody. V podstaté mi fungovalo rozmezi 4 — 4,5 ml BTB do 200 ml vody. Aby indikéator
spravné fungoval, musime byt schopni foukanim (bré¢kem) do modrého roztoku BTB tento
roztok odbarvit (mé€lo by staéit par vydechii). Pokud roztok BTB ziistava i po probublavani
modre zbarveny, znameni to, Ze je potfeba udélat vétsi fedéni zasobniho roztoku BTB.

Kdyz jsem testovala, které nezelené casti rostlin (plody) spolehlivé odbarvi roztok BTB, lepsi
vysledky davaly plody ptac¢iho zobu (Ligustrum) nez plody rtze Sipkové (Rosa canina).

V mych experimentech doslo k odbarveni indikatoru BTB jiz po jedné hodiné od zacatku
pokusu — jako zdroj svétla jsem pouzila jizni okno s plnym dopadem slunecnich paprski.
Pokud se bude pouzivat jako zdroj svétla lampa, doporucuji experiment uspoiéadat tak, aby
neslo k prehrati vody ve zkumavkéach s testovanym rostlinnym materialem.
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Pozorovani prubéhu fotosyntézy u vodnich
rostlin za ruznych podminek

Autor: Magdalena Ambrozkova

ABSTRAKT

V tomto experimentu jsem testovala priibéh fotosyntézy u rostliny vodni mor (Elodea). Cilem
bylo prokazat, Ze fotosyntéza probih4 v zelenych rostlinach na svétle, Ze k tomu, aby probihala,
potiebuje kromé svétla jesté CO., a Ze jako vedlejsi produkt fotosyntézy se uvoliiuje kyslik.
Sestavila jsem experimentalni systém, ve kterém jsem meénila podminky a pozorovala jsem,
jaky vliv to bude mit na priibéh fotosyntézy.

POMUCKY A MATERIALY
o Ctyfi sklenice s izkym hrdlem (objem cca 250 ml)
e Neékolik snitek rizkatce ostnitého (Ceratophyllum)
¢ Gumové balonky
e Svételny zdroj

POSTUP PRACE

Pripravila jsem si ¢tyTi sklenice a ¢tyTi stejné velké snitky rizkatce.

Sklenice 1 — kohoutkovéa voda + rtzkatec

Sklenice 2 — prevarena destilovana voda + rtizkatec

Sklenice 3—4/5 objemu destilované vody + 1/5 objemu sifonové vody + rtzkatec

Sklenice 4 — 0,5% roztok NaHCO; (uhli¢itan byl rozpustén do destilované vody) + rtizkatec

Do sklenic jsem vlozila snitky rtzkatce, naplnila je az po okraj a uzaviela jsem je nasazenim
gumového balonku, ktery jimal vznikajici plyny. Sklenice jsem na venkovni misto, kde v dobu
experimentu svitilo pIné slunce. Experiment jsem priibéZné pozorovala, zapisovala uvolnovani
bublinek na listech rostliny, sledovala jsem, jak a které gumové balonky se napliiuji plynem a
vse jsem dokumentovala fotografiemi. Po cca 2 hodinach jsem experiment ukoncila.

VYSLEDKY

PRI FOTOSYNTEZE SE UVOLNUJE KYSLIK

Asi po 20—30 minutéch od zah4jeni pokusu jsou dobte pozorovatelné bublinky uvoliujiciho se
kysliku na listech. Mnozstvi uvolnovaného plynu odrazi objem gumového balonku na sklenici.
Jako prvni se zacal nafukovat balonek u sklenice €. 3, coz je dano do jisté miry i tim, Ze kromé
vznikajiciho kysliku se ze sifonové vody uvolnuji také bubliny CO..

Priblizné za 60 minut se srovna velikost balonki u sklenic 3 a 4, poté se za¢ne nafukovat také
balonek ve sklenici 1. Ve sklenici 2 se az do skonéeni experimentu zadny plyn nevyvijel — nebyly
patrné bublinky na listech a ani objem balonku se nezvétsil.




Obrazek 1: Sklenice 1 - 4 po dvou hodindch na intenzivnim slunecnim svétle - velikost
balonku odrdZzi intenzitu fotosyntézy (produkci kysliku)

PRI FOTOSYNTEZE JE NEZBYTNY CO»

Podle ocekavani fotosyntéza nejdrive zacala probihat ve sklenici 3, protoZe prostredi, které
jsem rostliné vytvorila, poskytovalo dostatek CO. rozpusténého ve vodé€. Asi po hodiné bylo
mozné pozorovat stejné velkou intenzitu fotosyntézy (mnozstvi vznikajicich bublinek) také ve
sklenici 4 (roztok hydrogenuhlic¢itanu sodného). Z toho vyplynulo, Ze rostlina — pokud nema
k dispozici CO. rozpustény ve vode, dokaze vyuzit CO, vazany v hydrogenuhlic¢itanu.

Ve sklenici 3 nejsou pozorovatelné zadné zmeény, protoze prevarenim vody doslo k odstranéni
vSech plynti rozpusténych ve vodé. Rostlina ve sklenici 2 nema k dispozici CO- a proto u ni
fotosyntéza neprobiha.

Obrdzek 2: Zhodnoceni experimentu - srovndni velikosti balonki/mnoZstvi uvolnéného plynu: a) Sklenice 1 - voda z
kohoutku - obsahuje rozpusténé plyny (CO, i O,); b) Sklenice 2 - prevarend destilovand voda, nedochdzi k uvolriovdni
kysliku; c) Sklenice 3 - smés destilované a sifonové vody; d) Sklenice 4 - roztok NaHCO3, dochdzi k uvolriovdni kysliku




DISKUZE

Sklenice 1 — obsahovala snitku vodni rostliny ve vodé z kohoutku. Pitna voda z kohoutku by
méla obsahovat od 150 do 400 mg rozpusténych mineralnich latek v jednom litru. Casto byva
pritomen Ca(HCOs)., ktery mtize rostlina vyuzit jako dalsi zdroj CO.. Mimo to, ve studené pitné
vodeé jsou rozpustény i plyny, takze v této sklenici mohla probihat fotosyntéza, protoze CO. byl
k dispozici, i kdyz zfejmé nebyl v nadbytku. Bublinky kysliku na listech jsem u sklenice 1
detekovala ve srovnani se sklenicemi 3 a 4 nejpozdéji.

Sklenice 2 - obsahovala snitku vodni rostliny v prevarené destilované vod€. Destilovana voda
neobsahuje zadné rozpusténé mineralni latky, tedy ani uhli¢itany. Navic prevarenim vody
doslo k odstranéni vSech plynt ve vodé rozpusténych (O, i CO.). Rostlina ve sklenici 2 tedy
nemohla fotosyntetizovat (nebyl k dispozici CO.) a pravdépodobné ani asimilovat (nebyl
k dispozici Os). V této sklenici také nedochéazelo k Zddné tvorbé bublinek.

Sklenice 3 — obsahovala snitku vodni rostliny a pitnou vodu z kohoutku smichanou se
sifonovou vodou. Vtéto sklenici byly patrné bublinky na listech ihned po zahajeni
experimentu, ale s nejvétsi pravdépodobnosti se jednalo hlavné o CO,, kterym byla voda
nasycena. Nicméné v této sklenici fotosyntéza probihala.

Sklenice 4 — obsahovala roztok NaHCO; ktery byl pripraven rozpusténim jedlé sody do
prevarené destilované vody. Ve sklenici 4 fotosyntéza probihala, dokonce po dvou hodinach
pri zhodnoceni experimentu bylo patrné, zZe gumovy balonek na sklenici 4 byl ve srovnani
s ostatnimi nejvétsi. Timto pokusnym usporadanim jsem prokazala, ze vodni rostliny umi
vyuzivat CO. z hydrogenuhli¢itanii, pokud nemaji dostatek CO. rozpusténého ve vodé

ZAVER

V této tloze jsem pomoci nékolika experimentt prokazala, Ze fotosyntéza probiha na svétle
pouze v pritomnosti CO.. CO. nemusi byt pouze ve formeé plynu rozpusténého ve vodé, vodni
rostliny si jej dokazi obstarat i z dostupnych uhlic¢itant a hydrogenuhli¢itani v roztoku.




Fotosyntéza a dychani

Autor: Magdalena Ambrozkova

ABSTRAKT

Experimentalné jsem prokazovala dva vyznamné metabolické déje u rostlin — fotosyntézu a
dychéni. VyuZila jsem indikaénich vlastnosti bromthymolové modfi. Pouzila jsem zelené a
nezelené ¢asti rostlin, abych fotosyntetické déje lokalizovala.

POMUCKY A MATERIALY

Vodni rostlina, napt. vodni mor (Elodea)

Zralé plody (napt. Sipek, ptaci zob)

uzaviratelné zkumavky

plastové brcko

zdroj svétla

alobal na zatemnéni

Voda z kohoutku

indikator bromthymolova modf - BTB (zasobni roztok - koncentrace: 1.104 mol.l* -
navazka 30,9 mg BTB do 500 ml destilované vody)

e ocet kvasny (CH;COOH) 8 %, Na,CO5 5%

POSTUP PRACE

Nejprve jsem si otestovala, za jakych podminek mi bude fungovat acidobazicky indikator
bromthymolova modft (BTB). Tato chemikalie se bézné pouziva jako indikator pH. V zasaditém
prostfedi (pH vyssi nez 7), se barvi modre, ale kdyZ pH klesne pod 7, postupné se odbarvuje az
do Zlutého zbarveni.

Roztok s bromthymolovou modii jsem si pripravila smisenim 4,5 ml zasobniho roztoku
(koncentrace: 1.10-4 mol.l") do 200 ml pitné vody z kohoutku. Barva roztoku byla svétle modra.
Poté jsem si ¢ast odlila do zkumavky a plastovym brékem jsem do tohoto modrého roztoku ve
zkumavce foukala tak dlouho, dokud se neodbarvil (stacily 2—3 vydechy) — viz zkumavka 2.

1. 5 ml roztoku BTB + 1 ml 8%
CH,;COOH

2. 6 ml roztoku BTB odbarveného
Foukanim

3. 6 ml roztoku BTB

4. 5 ml roztoku BTB + 1 ml 5%
N32C03

— —

Obrazek 1: pH skdla roztoku s indikatorem bromthymolova modr




Foukéanim do vody v ni rozpoustime CO. takze vznika slaba kyselina uhlic¢itd H.COj, ktera snizi
pH vody tak, Ze dojde k jejimu odbarveni. Udélala jsem si fadu 4 zkumavek. Do prvni jsem
k roztoku bromthymolové modii (BTB) pridala kyselinu octovou, druhou zkumavku
s roztokem BTB jsem odbarvila foukanim, tfeti zkumavka je roztok BTB (kontrolni) a ve ¢tvrté
zkumavce jsem k tomuto roztoku pridala 1 ml Na,COs. Viz obrazek 1.

Dale jsem provadeéla experiment podle nasledujiciho schématu:
Pripravila jsem si 6 zkumavek:
1. Voda z kohoutku obarvena BTB (modra barva) - kontrola

2. Voda z kohoutku + BTB — odbarvena ptitomnosti CO. (foukanim pomoci brcka) -
kontrola

3. Voda obarvena BTB + snitka vodniho moru — umisténo na svétle

4. Voda obarvenia BTB + snitka vodniho moru — umisténo ve tmé (zkumavku obalit
alobalem)

5. Voda obarvena BTB + plody (2 zralé $ipky) — umisténo na svétle

6. Voda obarvena BTB + plody (2 zralé Sipky) — umisténo ve tmé (zkumavku obalit
alobalem)

7. Voda obarveni BTB + plody (plody ptaciho zobu) — umisténo na svétle
8. Voda obarvena BTB + plody (ptaci zob) — umisténo ve tmé (zkumavku obalit alobalem)

Vsechny zkumavky jsem postavila ve stojanku na slunec¢né a teplé misto za oknem. Pokus jsem
ukoncila priblizné po 60 minutéch.

VYSLEDKY

Zkumavka 1 — kontrolni — béhem experimentu se barva nezménila

Zkumavka 2 — kontrolni — béhem experimentu se barva nezménila

Zkumavka 3 — zelen4 rostlina na svétle — probihala fotosyntéza, barva se nezménila
Zkumavka 4 — zelené rostlina ve tmé — neprobihala fotosyntéza, jen dychéni, roztok se odbarvil
Zkumavka 5 — nezelené plody na svétle — probihalo dychéni, roztok se odbarvil

Zkumavka 6 — nezelené plody ve tmé — probihalo dychéani, roztok se odbarvil

Zkumavka 7 - nezelené plody na svétle — probihalo dychani, roztok se odbarvil

Zkumavka 8 - nezelené plody ve tmé — probihalo dychéni, roztok se odbarvil




Obrdzek 2: Pribéh experimentu s BTB: a) zacdtek experimentu - zkumavky 4, 6 a 8 budou zabaleny do alobalu; b) konec
experimentu po 60 minutdch; c) ze zkumavek 4, 5 a 8 byl odstranén alobal; d) Srovndni zabarveni roztoku na konci
experimentu ve zkumavkdch na svétle- 3,5a 7

DISKUZE A ZAVER

V tomto experimentu se mi podatilo pomoci indikdtoru bromthymolové modfi prokazat, zZe
fotosyntéza probih4 na svétle — diikazem je zkumavka 3. Béhem fotosyntézy dochazelo ke
spotiebé CO., takze roztok se neokyseloval, a proto ani neodbarvoval. Ve zkumavce 3 kromé
fotosyntézy samoziejmé dochazelo také k dychani (spotfebé O, a produkeci CO.) — ovSem
vznikly CO. byl obratem spotfebovan v procesu fotosyntézy, proto nedochézelo k okyselovani
(odbarvovani) roztoku.

Zkumavka 3 predstavuje jediny systém, ve kterém dochazelo k fotosyntéze. V ostatnich
zkumavkach (4—8) dochazelo pouze k dychani ¢ili produkei CO,, ktery ve formé slabé kyseliny
uhlicité okyseloval roztok a tim ho odbarvil.

Cely experiment trval priblizné 60 minut a vzhledem k dobrym svételnym podminkam bylo
mozné jiz po této dobé udélat jednoznacéné zavery.




5. MOLEKULARNE — BIOLOGICKA LABORATOR
5.1 Uvod do problematiky

Ze vsech prirodnich molekul jsou nukleové kyseliny v mnoha ohledech jedinec¢né. Nesou
dédi¢nou informaci, kterd koduje zivotni program vsech bunék. Tato informace je ulozena
v DNA ve speciadlnim ,chemickém® jazyce a reprodukovana (kopirovana) ve vSech burikach
organismu. Tento zapis v DNA je program, ktery urcuje vyvoj vSech biochemickych,
anatomickych, fyziologickych a dalSich znakt organismu.

Nejprve si stru¢né pripomenme chemickou strukturu DNA. Uz nazev této substance ndm muize
hodné napovédét. DNA je deoxyribonukleova kyselina (z anglického Deoxyribo Nucleic Acid).
Je to protoze ve své molekule obsahuje zbytek kyseliny fosfore¢né. Prizvisko
nukleova je odvozeno od jejiho hlavniho vyskytu — nachézi se v jadrech bunék (nucleus). Déle
ve své molekule obsahuje cukr — pétiuhlikatou molekulu (takze pentézu) - , ovSem bez
kysliku na uhliku 2’ — tedy 2’-deoxy.

Nukleové kyseliny jsou biopolymery, coz znamend, Ze se skladaji z mnohonésobného
opakovani zakladnich strukturnich jednotek a podobné jako napf. u proteinii je miZeme
popisovat pomoci jejich primarni, sekundarni a terciarni struktury.

Primarni struktura DNA
Zakladni strukturni jednotka DNA je mononukleotid — pfesnéji - 2-deoxyribonukleotid

(zcela konkrétné pak 2’- deoxyadenosin monofosfat, dJAMP). Kazda tato jednotka je tvorena
dusikatou bazi (A, T, C nebo G), sacharidem deoxyribézou a fosfatovou skupinou.

H,N
=N
N
O -ribo-  // \ P
1
HO—P—0;
|
o [ Lo
Obrdzek upraven podle:
; https://www.wikiwand.com/cs/Deoxyribonukleotid
OH 2'-deoxy-

Mononukleotidy jsou fosfodiesterovymi vazbami spojovany v oligonukleotidy a
polynukleotidy.

Co znamena termin fosfodiesterova vazba (nékdy se éesky oznacuje také jako cukr-fosfatova
vazba) - opét — napovi ndm jiz nazev — fosfo — hlavni roli tam bude hrat fosfat ¢ili zbytek od
kyseliny fosforeéné. Ten spojuje rib6zu svého nukleotidu s rib6zou nasledujiciho nukleotidu,
takze pateri celého polynukleotidu je fetézec, ve kterém se stiida riboza a fosfat. Di-ester —
pak uz konkrétné chemicky popisuje charakter této vazby (ester — vazba pres kyslik, fosfat vaze
uhlik C5’ jedné ribdzy s uhlikem C3’ nésledujici ribozy).
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CUKR- 0 DUSIKATE BAZE Primarni struktura ndm urcuje

FD?;?;EVA 'u-'“P\: 5 end poradi (.se;kyen.ci) jedvno’fliv'}’lch
o " nukleotidd, jak jsou v retézci
Thymin (T) DNA serazeny za sebou.
Nukleotidy se mezi sebou budou

lisit prave tim, kterou bazi
obsahuji. Podle toho je taky
Non Adenin (A) popisujen}e (adenos,.in-
monofosfat, guanosin-
monofosfat atd.).
Pokud tedy popisujeme néjakou
; ; | ! ) Cytosin (C) éés’E DNVA,, napr-. svekyenci genu,
zkracené tim oznacujeme poradi
dusikatych bazi, jak jsou razeny
vmolekule DNAS za sebou -
napi. TAGCAACCGTA

\\ '
\\ o

3 end w \b--u Buanin; (O)

MONONUKLEOTID

Obrdzek upraven podle Campbell Biology

Sekundarni struktura

DNA sice miize existovat jako samostatna jednovlaknova molekula (tzv. ssDNA), nicméné
velmi Casto vytvari dvouvldknové struktury, které jsou sloZené ze dvou fetézci DNA spojenych
vodikovymi mistky.

Zéakladni sekundarni strukturou DNA je tedy dvousroubovice (anglicky double-helix). Historie
objevu sekundarni struktury DNA je opravdu fascinujici, a urcité stoji za zpracovani do
referatu. Podilelo se na ni vice fenomenalnich védci, pricemz jen néktefi z nich nakonec za
sviij objev obdrzeli Nobelovu cenu.

Jen perli¢ka na okraj — strukturu DNA jako dvousroubovici objevili védci James Watson a
Francis Crick. Unikatem (na dnesni poméry ve véd€) tohoto objevu je také rychlost, s jakou byl
objev publikovan: Vlastni model, znazornujici spravnou strukturu DNA, sestavili Crick s
Watsonem dne 28. 3. 1953 a jiz dne 25. 4. 1953 byl ¢lanek o 900 slovech publikovan
v prestiznim védeckém casopise Nature.

Dvousroubovice DNA je tvorena dvéma linearnimi retézci, které se navzajem poji pomoci
vodikovych mistki. Pritom je dilezité, aby se naproti sobé vyskytovaly vzdy urcité nukleové
béaze, které spolu ve spravném prostorovém usporadani vytvari nékolik vodikovych mistkd. V
typickém pripad€ se nukleové baze spojuji navzajem podle jednoduchého klice:

Adenin se paruje s Thyminem (vzajemné jsou spojeny dvéma vodikovymi mistky)

Guanin se paruje s Cytosinem (vzajemné jsou spojeny tfemi vodikovymi mistky)

Tomuto usporadani se fikd komplementarita bazi.
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vodikovy mustek

Hlavni rysy
sekundarni struktury DNA

Prostorovy model
dvousroubovice

Cast chemické struktury DNA

Obradzek upraven podle Campbell Biology

Geneticka informace

Jako geneticka informace se oznacuje sekvence (poradi) jednotlivych nukleotidi v DNA.
Jak jsme si popsali vysSe, na kazdé pozici se v DNA nachéazi jedna ze ¢tyr bazi (A, C, G nebo T).
Jejich sled vrtadé za sebou (isek na DNA) oznaCujeme jako sekvenci DNA. Ne vSechny
sekvence v DNA vs$ak maji stejnou informacni hodnotu. Useky na DNA, které oznacujeme jako
geny, jsou tvoreny sledem nukleotidii, ktery se stava predlohou pro tvorbu mRNA. Kazdy gen
se v procesu zvaném transkripce prepise do odpovidajici kratsi molekuly mRNA, ktera
slouzi jako prenaseé¢ informace od DNA k ribozémtim — bunéénym strukturam, na kterych
probih4 translace (tvorba primarni struktury bilkovin podle zdznamu v mRNA).
Zjednodusené se to d4 pripodobnit situaci, kdy mame k dispozici velkou knihu navodi a tuto
knihu doslovné ¢teme. VétsSina textu ale nedava zadny smysl (nekédujici DNA). V urcitém
okamziku vSak muZeme narazit na text, ktery smysl ma — ptijde o néjaky konkrétni navod.
Tento navod bude z textu celé té knihy zkopirovan (transkripce) a podle néj bude vyroben
konkrétni vyrobek (translace).
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Transkripce — prepis iiseku DNA do molekuly mRNA

" RNA - polymerasa

volné, nukleotidy

templat DNA

molekula RNA

Obrdzek upraven podle: https://www.gutefrage.net/frage/warum-ist-die-rna-polymerase-so-dargestellt

Na obrazku je zndzornéno misto na DNA, které nese sekvenci genu — coz je kdduji oblast na
DNA, ktera se bude prepisovat (transkribovat). V tomto misté dvousroubovice nejprve dojde
k rozvolnéni vodikovych mistki a ve vzniklé ,bubliné” se podle jednoho z vlaken DNA — tzv.
templatového (predlohového) vlakna prepise jeho informace do molekuly mRNA. Jde o
informacni (messenger) jednovlaknovou molekulu RNA, ktera po transkripci opusti (jadernym
porem) bunééné jadro a vyda se do cytoplasmy, bude na organelach zvanych ribozomy
preloZena do proteinu.

Translace — pireklad informace z molekuly mRNA do proteinového retézce

Informace pro tvorbu proteinti je zasifrovana pomoci tfipismenného kodu, kterému se rika
geneticky kod. Kazdé trojici bazi v DNA totiz u genové sekvence odpovida uréita
aminokyselina. Aminokyseliny jsou zakladni stavebni kameny proteinti, takze je vlastné
geneticka informace jakymsi navodem na vyrobu proteini.[2!

~ JADRO 5'
"\ 2/'\ DNA .
L

Rostouci fetézec
aminokyseling

tRNAbez [/

navazané ||
amino-

., Aminokyselina

Transkripce
., ¢ Transport do
w 9%, cytoplasmy 3 tRNA
N
mRNA ) RNAs
navazanou
amino-
" : kyselinou
RIBOZOM
3
CYTOPLASMA Translace

Obradzek upraven podle Campbell Biology
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Molekularné-biologicka laboratoi — ndvod k experimentu

5.2.1 Kreativni dilna — DNA origami

Cil:
Osvojit si znalosti o primarni a sekundarni strukture DNA.
Na zékladé téchto znalosti sestavit prostorovy model DNA

Casova dotace:
cca 15—20 minut

Pomiticky a material:
Origami prostorova sklddanka DNA[0l + navod (v ¢esting)

Stazeno ze stranky: https://www.yourgenome.org/activities/origami-dna

ORIGAMI DNA

Folding instructions

Papir uchopte tak, aby
silné &ary byly diagonaini

V poloviné podélné preloZte. a tenké cary horizontalni.

V&echny zahyby délejte co Prvni segment sklopte

nejpevnéji (obtahnéte nehtem). doll, pfehnéte a zase
narovnejte.

Totéz u&éléjte u viech Papir narovnejte a otocte tak,
4 segmentu az do konce 5 aby tenké Gary byly diagonalni
papiru. a silné ¢ary horizontalni.

Ohnéte bilou hranu bez 8 Druhy okraj (s pismeny)
7 popisu pismen smérem ohnéte smérem od sebe.
nahoru.

Uchopte Vasi
dvousroubovicici
za oba konce a
10 zatladte jemné k
sobé. Zaroven

c-;" model opatrné o
) U stadejte a
formujte. 11 Ted zatlacte k sobé

Budte trpélivi! a pustte!

:‘l:gv:llgEMENf 1 I 1

WELLCOME
GENOME
CAMPUS |

Pokracujte ohybanim dalSich
segmentl podél vodorovnych
¢ar. Ohnuté segmenty zpatky
narovnavejte.

Ohnéte roh podél prvni
tenké diagonalni ¢ary a
opét narovnejte. Toto
opakujte pro vSechny
segmenty az do konce
papiru.

ﬁ.

9 Nyni by se V4§ model

mél zadit otacet.

,c/::é * Model je

12 dokonéen!
Obdivujte svij
double helix!
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5.2.2 Sifra v DNA

Cil:
Pochopit princip genetického kodu, osvojit si a procvicit preklad z nukleotidové sekvence do
proteinové sekvence na konkrétnich prikladech

Casova dotace:
cca 30 minut

Pomiicky a materialy:
schéma genetického kodu, Sifra DNA, ktizovka, legenda pro kontrolu

Postup prace:
Pro snadné vyteSeni Sifry je dobré si ujasnit zakladni pojmy a princip translace z mRNA do
proteinti.

mRNA — messengerova RNA, ktera vznikla prepisem z DNA, nese informaci z genu pro
stavbu proteinu

KODON (triplet) — je trojice za sebou jdoucich nukleotidi, které se nach4azi na mRNA

INICIACNI KODON - kodon, od kterého se za¢ina v ribozomu pfekladat z mRNA do
proteinu — zac¢ina u néj translace, vétSinou jde o triplet ATG (resp. AUG, protoze v mRNA
jsou vSechny thyminové baze T nahrazeny uracilem U)

STOP KODON - jakmile ribozom narazi na tyto typy tripletd, je to pro n€j signal
proteosyntézu ukoncit. Jedna se o tyto triplety TAA, TAG a TGA (resp. UAA, UAG, UGA - na
mRNA)

tRNA - transferova RNA, ktera se nachazi v cytoplasmé, ma pomeérné slozitou
prostorovou strukturu, na jednom konci nese triplet nukleotidi (antikodon) a na druhém
konci ma navazanou aminokyselinu (typ aminokyseliny je urcen typem antikodonu)

ANTIKODON - je trojice nukleotidii, kterou nese tRNA a ktera oznacuje prislusny typ
aminokyseliny. Antikodonem se tRNA véze ke kodonu na mRNA podle principu
komplementarity

AMINOKYSELINA - zikladni stavebni jednotka proteinii. AZ na nepatrné vyjimky jsou
vSechny proteiny ve vSech zivych organismech sestaveny z 20 druhi tzv. proteinogennich
aminokyselin. Kazda tato aminokyselina odpovid4 uréitému antikodonu na molekule tRNA.

RIBOZOM - je struktura tvorena proteiny a ribozomalni RNA — rRNA. Uplatiiuje se pii
translaci, kdy je z Fetézce mRNA syntetizovan protein.

GENETICKY KOD - soubor pravidel, podle kterych se genetick4 informace ulozeni v DNA
(respektive mRNA) prevadi na primarni strukturu proteini. K jednotlivym kodon@im na
mRNA nélezi odpovidajici tRNA se prislusnym antikodonem a ptislusnou aminokyselinou.
Mame tedy 64 (43) moznych kombinaci, 64 odlisnych kodonti.
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Priklad:
Mame k dispozici tuto nukleotidovou sekvenci:
TTG GGA ATG AGC ATATTT AGA GCG GTA GAT AAT GCT TAG

Pouzijeme tabulku genetického kodu a postupné odhalujeme zasifrovany vzkaz:

Jako prvni hledame Inicia¢ni kodon — ATG, az kdyz ho v sekvenci najdeme, teprve pak
miizeme zacit prekladat. Iniciacni kodon kéduje aminokyselinu Methionin (M), ale na
zacatku translace ho neprekladame.

TTG-GGA-ATG-AGC-ATA-TTT-AGA-GCG-GTA-GAT-AAT-GCT-TAG
Dale dekodujeme jednotlivé triplety a prifazujeme jim velka tiskaci pismena, ktera oznacuji
jednotlivé aminokyseliny.
TTG-GGA-ATG-AGC-ATA-TTT-AGA-GCG-GTA-GAT-AAT-GCT-TAG
S 1 F R A V. D N A
Posledni kodon jsme identifikovali jako STOP kodon TAG, takze zde preklad skon¢i.
Legenda
1- GTT CAT ATA ATG ATG GAA AAC GAT GAG TTG TAA TTT CCT
2 - GGG ATG GCG GTC GAA AGG TACTAG
3 - ATG GGA TGA GCC AAC ATC AAT TAA TGG TTA CAC
4 - ATT CAT TGC GCA ATG GGA GAA AACTAG
5- GTT ACT ATG ACA CACTAT ATG ATT AACTAA CCATGC
6 - CAT ATG CGT GAA CCG CTT ATA AAA GCG TGT GAG TAA
7-TTT GTC TCA ATG ACG CGA GCC AAC AGT CTA GCT TGT GAA TAG
8 - ATG ACA CGT GCA AAT TCT AAA CGA ATA CCC TGT GAG TAA CAATGG
9 - TTC GAT ATG TGC AGA ATC TGT AAG TAG GTA TCG TCA GAA ACT

10 - ATA ATG GGC GAA AAT GAG ACC ATT AAA GCT TAA

70



10

Kontrola + doplinkova legenda ke kiizovce:

1 — zakladatel moderni genetiky, brnénsky knéz a stredoskolsky profesor

2 — védec, ktery v roce 1944 jako prvni prokazal, Ze nositelkou dédicnosti je DNA

3 — dusikat4 baze, ktera se v DNA paruje tiemi vodikovymi mistky s cytosinem

4 — tsek na DNA nesouci informaci, ktera se bude prepisovat RNA a prekladat do proteini
5 — dusikata baze, kter4 je v RNA nahrazena uracilem a v DNA se paruje s adeninem

6 — proces, pri kterém se vytvareji identické kopie molekuly DNA

7 — proces, ve kterém se sestavuje primarni struktura proteinti podle mRNA

8 — proces, pri kterém se podle genetické informace v DNA syntetizuje fetézec mRNA

9 — védec — spoluobjevitel sekundarni struktury DNA, Nobelova cena v roce 1962

10 — biologicka véda zabyvajici se dédi¢nosti

Tajenka - DEGENERACE

Degenerace genetického kodu

Vzhledem k tomu, ze kazdy kodon je vzdycky tvoren trojici bazi, a téch jsou ¢tyri druhy (A, G,
C, T), kodoni je celkem 64 (=43). Z toho tti kodony (tzv. stop-kodony) nekoduji Zadnou
aminokyselinu, ale urcuji konec tvorby proteinu. Aminokyselin kodovanych zbyvajicimi 61
kodony je ale jen 20 — takZe — jak jste si urcité v§imli béhem lusténi Sifry — nékteré
aminokyseliny jsou kodovany vice kodony. A praveé v tom spociva degenerace genetického
kédu. Napriklad aminokyseliny leucin, arginin a serin jsou kddovany kazdy hned Sesti
kodony. Dvé aminokyseliny jsou ur¢ovany pouze jedinym kodonem. Jedna z nich je
metionin a oznacuje zacatek transkripce. Kodony pro stejnou aminokyselinu se lisi
zpravidla jen ve ti‘eti pozici kodonové trojice, a tak mnohé mutace v této pozici viitbec
nezplsobi zaménu aminokyseliny.
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Priloha k tkolu 2

Geneticky kod - stazeno ze stranky:
https://cz.clipartlogo.com/image/genetic-code-bw 236505.html

Poznamka — spravné by meél byt pouzit geneticky kéd pro pieklad z mRNA — tzn. ve vSech
pozicich, kde se nachazi Thymin (T) by byl uveden Uracil (U). Pro zjednodusenti tikolu jsem
vSak pouzila pieklad z DNA do proteinu.
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Izolace DNA — tivod do problematiky

DNA je pomérné stabilni molekula, do jisté miry je rezistentni viaci vétsiné chemickych reakei,
protoZe jeji hlavni funkci je udrzet stabilitu genetické informace. Tento fakt krasné
dokumentuji objevy z poslednich let, kdy byly (v roce 2008) nalezeny kosterni poziistatky
denisovanti — vyhynulych piislusnikti rodu Homo. Stafi téchto kosternich nalezt bylo uréeno
na 41 000 let. Pfesto bylo mozné provést molekularni analyzu mitochondrialni DNA. Cili po
vice nez 40 000 letech byla izolovana neposkozena molekula DNA, ktera mohla byt dale
zkoumana.[*] Neni to fantastické??

Kde vsude vburkach miizeme DNA nalézt? Tak urcité hlavné vjadre. U (téméi) vSech
eukaryotickych bunék se DNA dale vyskytuje v mitochondriich, které jsou podle
endosymbiotické teorie potomky bakterie (alfa-proteobakterie), kterd se pti vzniku
eukaryotické bunky uréitym zplisobem premeénila v semiautonomni organelu. Dokazuje to
fakt, Ze mitochondrie ma dvé membrany (vétSina bunécnych organel ma jen jednu) a prave
také svou vlastni cirkularni DNA.

U rostlin mimo jadra a mitochondrii DNA obsahuji jesté plastidy, coz jsou potomci
endosymbiotickych sinic (maji dvé membrany), v nékolika méalo pripadech u nékterych ras jsou
jejich plastidy potomky eukaryotickych symbiontt typu fas (tzv. sekundarni endosymbi6za —
tyto plastidy maji tii i vice membréan).

Takze — pokud chceme DNA z buné¢éného materialu, at Zivo¢isného nebo rostlinného ziskat,
musime z&konité prekonat nékolik rtiznych bunéénych bariér.

Pii izolaci DNA zzivociSnych bunék musime nejprve prekonat cytoplazmatickou
membranu (sklada se z proteinii a dvojvrstvy fosfolipidii). Uvniti cytoplasmy se bude nachézet
jadro, které ma jadernou membranu (dvé dvojvrstvy fosfolipidti a proteiny). Podari-li se ndm
prekonat i tuto prekazku, dostaneme se ke zdroji DNA — chromozomum.

Ptiizolaci DNA z rostlinné buriky nebo z hub musime navic jesté prekonat buné¢nou sténu
(u rostlin je tvotena celul6zou, u hub chitinem).

Jak jsem jiz zminovala vy$e, DNA ovSem neni jen v jadie. Takze pokud chceme izolovat DNA
z bunéénych organel, u mitochondrii musime prekonat dalsi dvé membrany a u plastida také
dvé membrany nebo nékdy i vice.

Priinik pfes membrany vsak neni tim hlavnim tskalim. Abychom ziskali Nukleovou kyselinu
v co nejcistéjsi formé, je treba NA ,,osvobodit“ od nosi¢ovych proteini — histont.

Navodl na izolaci DNA existuje celd tada, 1isi se pouzitim vychoziho materialu a rtiznymi
mezikroky, diky kterym miiZe na konci experimenti stat bud’ neporusena, vycisténa DNA nebo
DNA vysrazena spolecné s proteiny a RNA, ktera se svymi chemickymi vlastnostmi DNA
podoba.

Obecny protokol pro izolaci DNA by mél obsahovat tyto kroky:

1) Mechanické zpracovani materialu (homogenizace) — rozruseni struktury
tkdné/pletiva, uvolnéni jednotlivych bunék z mezibunééné hmoty. Pokud pracujeme
s rostlinnou tkéni tak samoziejmé jesté navic poruseni bunéénych stén (napt. mrazenim).

2) Pridani detergentu — (napi. JAR, mydlo, Sampon, praci prasek), ktery rozpusti
fosfolipidové membrany (a dalsi lipofilni latky). Tim se uvolni DNA z cytoplazmatické a jaderné
membrany, pfipadné z mitochondrii a plastidt (napf. ...).

3) Prridani alkoholu — vysokoprocentni alkohol odebere vodu asociovanou s DNA a ta se

potom vysrazi. Pfi opatrném prilévani vyuzivime vzniku ostrého rozhrani, kde se DNA srazi.
Pokud bychom alkohol nepridali, DNA se nevysrazi a ziistane rozpusténa ve vodném roztoku.
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5.2.3 Izolace DNA z ruznych biologickych materialu

Cil:
Prakticky si vyzkousSet izolaci nukleovych kyselin v bézném prosttedi bez laboratornich
pristroji

Casova dotace:
cca 60 minut

Pomiicky a materialy:

libovolny biologicky material (napf. zeleny hrasek, cibuli, Spenat, kureci jatra atp.)
mixér

zkumavky

sklenéna tycinka nebo Spejle na michéani

kadinky

ledova lazen

Chemikalie:

Kuchyniska sil (NaCl)

kapalny detergent (Jar, Pur, Sampo6n)

roztok na kontaktni cocky nebo éerstva Stdva z ananasu
vysokoprocentni alkohol (nap¥. denaturovany lih — 96%)

Postup prace:

K biologickému materialu v mnozstvi asi 100 ml, priddme $petku kuchynské soli (staci méné
nez 1/8 1zi¢ky), asi 200 ml studené vody a dobie rozmixujeme. Mixer oddéli jednotlivé bunky
biologického materialu od sebe.

Vzniklou smés prelijeme do kadinky a pridame kapalny detergent v objemu asi 1/6 celkového
mnozstvi (asi 2 polévkové lzice). Dobre rozmichdme a nechame v klidu asi 5—10 minut. Ze
smesi si ¢ast odlijeme do zkumavky, do cca 1/3 vysky.

Do zkumavky pridame par kapek enzymu — proteazy, ktery rozlozi proteiny ve smési. Pottebny
enzym se nachazi napft. v roztoku na kontaktni ¢ocky nebo v ananasové stavé. Zamichame
velmi jemné a opatrné — nyni uzZ mame ve zkumavce vlakna DNA a hrubym michénim by se
mohla polamat. Enzym rozrusi nukleoproteinové komplexy a oddéli DNA od ostatniho
bunéc¢ného materialu.

Opatrné po skle prilijeme do zkumavky vychlazeny alkohol — 70-95% isopropyl nebo
etylalkohol (staci denaturovany lih nebo vysokoprocentni palenka) tak, aby vytvoril nad smési
vrstvu o priblizné stejné tloustce. Nemichame! Po chvilce se zaéne do alkoholové vrstvy
oddélovat DNA. Opatrné pinzetou nebo hackem mizeme pomoci vytahovat vlakna do horni
¢iré vrstvy.

Zavér a diskuse:

Pokud se experiment vydaril, do alkoholu se vysrazel bélavy chuchvalec DNA. Nebude tplné
Cista, protoZe na precisténi by bylo potfeba dalsi chemikalie (napt. fenol) a dalsi pristroje
zejména centrifugy. DNA izolovana timto zptisobem bude obsahovat zbytky proteinti a RNA.
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5.3 Jak vznikaly tyto tlohy — prakticka doporuceni

Izolace nukleovych kyselin je myslim velmi atraktivni téma, ostatné po zadani tohoto hesla do
internetovych vyhledavac¢i miiZzete vybirat z velkého mnozstvi nejriznéjsich protokold a
navodu. Studenty tato témata obvykle velmi bavi, protoze je to moznost, jak si ,vlastnoru¢né
sdhnout” na néco tak imaginarniho, jako je DNA.

Pii dodrzeni zdkladnich postupii v obecném protokolu izolace DNA je mozné ji izolovat
z nejriznéjsich biologickych materiala.

Material, ktery si nakonec k izolaci zvolite, by mél mit zejména tyto vlastnosti:

snadna dostupnost

nizké finan¢ni naklady

jednoducha homogenizovatelnost

Cerstvost, protoze i DNA se po Case rozpada, stejné tak se znehodnoti vlivem extrémnich
fyzikalnich a chemickych podminek

V neposledni fadé musi pokusny material DNA obsahovat (coz tieba neplati napr. pro cervené
krvinky c¢lovéka).

Pokud vychazime zrostlinného materialu, vyplati se vzorek predem zamrazit — zjiz vyse
diskutovanych divodi lepsiho rozruseni bunéénych stén.

Pouziti protedzy (Cerstva ananasova Stava, Stava z kiwi nebo roztok na kontaktni ¢ocky) je pro
Skolni pokusy velmi didaktické, nicméné tento krok neni k izolaci DNA nezbytné nutny. Pokud
ho pouZijeme, je tfeba si uvédomit, Ze i ananasova §tava obsahuje vlastni DNA.

Na vysrazeni DNA je vhodné pouzivat ethanol vychlazeny na o °C, ktery se s vodou tolik nemisi.
Ethanol lze rychle zchladit v kddince v ledové lazni, ve které je ledova tfist smichana s
kuchyniskou soli (NaCl). Teplota v kadince tak miiZze klesnout az k —30°C. Kuchymiska sl se

pouzije z divodu zachovani osmotického tlaku roztoku.
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DNA ORIGAMI

Autor: stazeno ze stranek: https://www.yourgenome.org/activities/origami-dna

Preklad navodu do ¢estiny M. Ambrozkova

ABSTRAKT

Cilem této praktické tlohy je hravou a zdbavnou formou pochopit sekundarni strukturu
molekuly DNA a vytvorit si vlastni prostorovy model dvousroubovice.

POMUCKY A MATERIALY

e Papirovy model origami skladacky
e Néavod na skladani v cestiné

POSTUP PRACE

Podle principu komplementarity (a podle navodu) jsem poskladala prostorovy model
dvousroubovice DNA.

PRILOHY

e Papirovy model origami skladacky
¢ Navod na skladéni v Cestiné



https://www.yourgenome.org/activities/origami-dna

ORIGAMI DNA

Folding instructions

1 V poloviné podélné prelozte.
VSechny zahyby délejte co

nejpevnéji (obtahnéte nehtem).

Totéz udéléjte u vSech
4 segmentt az do konce
papiru.

Ohnéte bilou hranu bez
7 popisu pismen smérem
nahoru.

Uchopte Vasi
dvousroubovicici
za oba konce a
10 zatladte jemné k
sobé. Zaroven
model opatrné
stacejte a
formujte.
Budte trpélivi!
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ENGAGEMENT

WELLCOME
) GENOME
CAMPUS

Papir uchopte tak, aby
silné ¢ary byly diagonalni
a tenké ¢ary horizontaini.
Prvni segment sklopte
dolll, pfehnéte a zase
narovnejte.

Papir narovnejte a otocte tak,
5 aby tenké &ary byly diagonalni
a silné &ary horizontalni.

8 Druhy okraj (s pismeny)
ohnéte smérem od sebe.

b
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]
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11 Ted zatlaCte k sobé
a pustte!
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Pokrac&ujte ohybanim dalSich
segmentl podél vodorovnych
€ar. Ohnuté segmenty zpatky
narovnavejte.
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Ohnéte roh podél prvni
tenké diagonaini Cary a
opét narovnejte. Toto
opakujte pro vSechny
segmenty az do konce
papiru.

~

9 Nyni by se V&8 model
meél zagit otacet.

" Model je

/ ~ 12 dokoncen!

Obdivuijte svij
double helix!
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DNA SIFRA

Autor: Magdalena Ambrozkova — zpracovano volné dle worskopu z Noci védci 2018 na MU v
Brné

ABSTRAKT

Cilem této praktické tlohy je hravou a zdbavnou formou pochopit princip genetického kodu a
umét jej aplikovat v praxi.

POMUCKY A MATERIALY

e Tabulka s genetickym kodem
e Pracovni list s kiizovkou a legendou

POSTUP PRACE

Pro snadné vyreseni Sifry je dobré si ujasnit zdkladni pojmy a princip translace z mRNA do
proteint.

mRNA — messenger RNA, ktera vznikla prepisem z DNA, nese informaci z genu pro stavbu
proteinu

KODON (triplet) — je trojice za sebou jdoucich nukleotidii, které se nachazi na mRNA

INICIACNI KODON - kodon, od kterého se za¢ini v ribozomu ptekladat zmRNA do
proteinu — zac¢ina u néj translace, vétsinou jde o triplet ATG (resp. AUG, protoZe v mRNA jsou
vSechny thyminové baze T nahrazeny uracilem U)

STOP KODON - jakmile ribozom narazi na tyto typy tripletd, je to signal proteosyntézu
ukoncit. Jedna se o tyto triplety TAA, TAG a TGA (resp. UAA, UAG, UGA — na mRNA)

tRNA — transferova RNA, ktera se nachézi v cytoplasmé, ma pomérné slozitou prostorovou
strukturu, na jednom konci nese triplet nukleotidi (antikodon) a na druhém konci ma
navazanou aminokyselinu (typ aminokyseliny je urcen typem antikodonu)

ANTIKODON - je trojice nukleotidii, kterou nese tRNA a kterd oznacuje prislusny typ
aminokyseliny. Antikodonem se tRNA vaze k mRNA podle principu komplementarity

AMINOKYSELINA - zikladni stavebni jednotka protein{i. AZ na nepatrné vyjimky jsou
vSechny proteiny ve vSech ZzZivych organismech sestaveny z 20 druhii tzv. proteinogennich
aminokyselin. Kazda tato aminokyselina odpovid4a uréitému antikodonu na molekule tRNA.

RIBOZOM - je struktura tvofena proteiny a ribozoméalni RNA — rRNA. Uplatiiuje se pri
translaci, kdy je z fetézce mRNA syntetizovan protein.

GENETICKY KOD - soubor pravidel, podle kterych se geneticka informace ulozena v DNA
(respektive mRNA) prevadi na primarni strukturu proteinti. K jednotlivym kodontim na
mRNA nalezi odpovidajici tRNA se prislusSnym antikodonem a prislu§nou aminokyselinou.
Mame tedy 64 (43) moznych kombinaci, 64 odlisnych kodont.




Priklad:
Mame k dispozici tuto nukleotidovou sekvenci:
TTG GGA ATG AGC ATA TTT AGA GCG GTA GAT AAT GCT TAG

Pouzijeme tabulku genetického kodu a postupné odhalujeme zasifrovany vzkaz:

Jako prvni hleddme Inicia¢ni kodon — ATG, az kdyz ho v sekvenci najdeme, teprve pak miizeme
zacit prekladat. Inicia¢ni kodon koduje aminokyselinu Methionin (M), ale na zac¢atku translace
ho neprekladame.

TTG-GGA-ATG-AGC-ATA-TTT-AGA-GCG-GTA-GAT-AAT-GCT-TAG

Dale dekodujeme jednotlivé triplety a prifazujeme jim velka tiskaci pismena, ktera oznacuji
jednotlivé aminokyseliny.

TTG-GGA-ATG-AGC-ATA-TTT-AGA-GCG-GTA-GAT-AAT-GCT-TAG
S 1 F R AV D N A

Posledni kodon jsme identifikovali jako STOP kodon, takze zde preklad skonci.

Legenda ke kiiZovce

1- GTT CAT ATA ATG ATG GAA AAC GAT GAG TTG TAATTT CCT

2 - GGG ATG GCG GTC GAA AGG TACTAG

3 - ATG GGA TGA GCC AAC ATC AAT TAATGG TTA CAC

4 - ATT CAT TGC GCA ATG GGA GAA AACTAG

5-GTT ACT ATG ACA CAC TAT ATG ATT AACTAA CCATGC

6 - CAT ATG CGT GAA CCG CTT ATA AAA GCG TGT GAG TAA

7-TTT GTC TCA ATG ACG CGA GCC AAC AGT CTA GCT TGT GAA TAG

8 - ATG ACA CGT GCA AAT TCT AAA CGA ATA CCC TGT GAG TAA CAATGG
9 - TTC GAT ATG TGC AGA ATC TGT AAG TGA GTA TCG TCA GAA ACT

10 - ATA ATG GGC GAA AAT GAG ACC ATT AAA GCT TGA
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Kontrola + doplinkova legenda ke kiiZzovce:

1 — zakladatel moderni genetiky, brnénsky knéz a stiedoskolsky profesor

2 — védec, ktery v roce 1944 jako prvni prokéazal, Ze nositelkou dédi¢nosti je DNA

3 — dusikata baze, ktera se v DNA péaruje tfemi vodikovymi mistky s cytosinem

4 — tsek na DNA nesouci informaci, ktera se bude prepisovat RNA a prekladat do proteinii
5 — dusikata baze, kter4 je v RNA nahrazena uracilem a v DNA se paruje s adeninem

6 — proces, pri kterém se vytvareji identické kopie molekuly DNA

7 — proces, ve kterém se sestavuje primarni struktura proteint podle mRNA

8 — proces, pri kterém se podle genetické informace v DNA syntetizuje fetézec mRNA

9 — védec — spoluobjevitel sekundarni struktury DNA, Nobelova cena v roce 1962

10 — biologicka véda zabyvajici se dédi¢nosti

VYSLEDKY

V legendé jsem vyznacila inicia¢ni kodony a od téchto tripletti jsem zacala dekodovat jednotlivé
aminokyseliny. Jakmile jsem dosla ke , zaznacila jsem ho a dale uz jsem
neprekladala.

1- GTT CAT ATA ATG ATG GAA AAC GAT GAG TTG TTT CCT
2 - GGG ATG GCG GTC GAA AGG TAC

3 - ATG GGA TGA GCC AAC ATC AAT TGG TTA CAC

4 - ATT CAT TGC GCA ATG GGA GAA AAC

5-GTT ACT ATG ACA CAC TAT ATG ATT AAC CCATGC

6 - CAT ATG CGT GAA CCG CTT ATA AAA GCG TGT GAG

7-TTT GTC TCA ATG ACG CGA GCC AAC AGT CTA GCT TGT GAA




8 - ATG ACA CGT GCA AAT TCT AAA CGA ATA CCC TGT GAG CAATGG

9 -TTC GAT ATG TGC AGA ATC TGT AAG GTATCG TCA GAA ACT

10 - ATA ATG GGC GAA AAT GAG ACC ATT AAA GCT

G u A N I N
G E N
T H Y M I N
R E P L I K A C E

T R A N S K R | P C E
C R | C K
G E N E T | K A
DISKUZE A ZAVER

Tajenka— DEGENERACE

Degenerace genetického kédu

Vzhledem k tomu, Ze kazdy kodon je vZidycky tvorfen trojici bazi, a téch jsou ctyfi druhy (A, G, C, T),
kodon je celkem 64 (=43). Z toho t¥i kodony (tzv. stop-kodony) nekdduji Zddnou aminokyselinu, ale
urcuji konec tvorby proteinu. Aminokyselin kddovanych zbyvajicimi 61 kodony je ale jen 20 — takze —
jak je patrné z lusténi Sifry — nékteré aminokyseliny jsou kddovany vice kodony. A pravé v tom
spociva degenerace genetického kodu. Naptiklad aminokyseliny leucin, arginin a serin jsou
degenerovany nejvice — jsou kddovany kazdy hned Sesti kodony. Dvé aminokyseliny jsou urcovany
pouze jedinym kodonem. Jedna z nich je metionin (ATG) a oznacuje zacatek transkripce, tou druhou
— jedine¢nou aminokyselinou je tryptofan. Kodony pro stejnou aminokyselinu se lisi nej¢astéji jen ve
tieti pozici kodonové trojice, a tak mnohé mutace v této pozici viibec nezplsobi zaménu
aminokyseliny.
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Srovnani nékolika metod izolace DNA z
ruznych materialu v prostredi bez
specialniho laboratorniho vybaveni

Autor: Magdalena Ambrozkova

ABSTRAKT

V podminkach bézné Skolni laboratofe nebo domacnosti — tj. bez laboratorniho vybaveni a
s pomoci bézné dostupnych surovin lze izolovat DNA. V této praci jsem vyzkousSela Ctyri
protokoly izolace DNA, kizolaci jsem pouzila jak rostlinné, tak zivoc¢isné tkané a chemické
latky, které se bézné vyskytuji v doméacnosti.

UKOLC. 1

Izolace DNA z bunék lidské bukalni sliznice

POMUCKY A MATERIAL

Roztok NaCl (2%)
Detergent (Cistici prostiedek Jar)
Etanol (96 %)

Ledova lazen
Plastova uzaviratelni zkumavka o objemu 50 ml
Plastova mikrozkumavka

Plastova pipeta
POSTUP PRACE
e Ze z4sobniho roztoku NaCl (2%) se odlije cca 15 — 20 ml slaného roztoku do plastové
zkumavky
e tento objem jsem pouzila k vyplachu Gstni dutiny (tekutina se v tstech prevaluje cca 2
min.)

e Poté jsem vyplach prevedla zpét do zkumavky a pridala ,kapku“ (malé mnozstvi)
detergentu (Jar)

e Opatrnym prevracenim jsem uzavienou zkumavky promichéavala za pokojové teploty
cca 5 minut.

e Poté jsem roztok opatrné prevrstvila stejnym objemem vychlazeného
vysokoprocentniho alkoholu
par minut jsem vyckala, nez se DNA vysrazela do horni — alkoholové faze ve zkumavce

e plastovou pipetou jsem opatrné odebrala bilou srazeninu (DNA) a prevedla ji do
plastové mikrozkumavky




VYSLEDKY UKOLU C. 1

Podarilo se mi izolovat DNA z bun€k, které se odlouply ze sliznice v tstni dutiné, kdyz byla
promyvana roztokem NaCl. Bila srazenina bude obsahovat nejen DNA, ale i RNA a zbytky
proteinti z nukleohistonového komplexu, protoze béhem pokusu jsem neprovadéla piecisténi
smeési fenolem a chloroformem, coz by se v laboratori spravné pti této metodice meélo ud€lat.

Obrazek 1: VysraZend DNA - izolace DNA z bunék
lidské bukdlni sliznice

DISKUZE K UKOLU C. 1

Tento experiment jsem délala jiz nékolikrat, naposledy letos v fijnu na Noci védcii na MU
v Brné. Je to pomérné jednoduchy pokus, ktery trva 10 az 15 minut a pri dodrzeni postupu
mizeme skoro vidy pozorovat DNA jako bilou srazeninu. Problém mtize nastat, kdyz se
koncentrovany alkohol pridava neopatrné, rychle, pripadné kdyz se zkumavka s reakéni smeési
neopatrné protirepava. Pak se srazenina vétSinou neobjevi, nebo je jen slabé viditelna. Dalsi
problém miize nastat, kdyz alkohol neni dostate¢né vychlazeny.

UKOLC. 2

Izolace DNA z bananu

POMUCKY A MATERIALY

Zraly banan

Extrakéni pufr (5 g NaCl + 25 g citronanu sodného do 568 ml destilované vody)
Kyselina citronova

NaOH

Cistici prostiedek Jar

Destilovana voda

Denaturovany ethanol (96%)

Ledova lazen

Talifek, vidlicka

Sklenice

Jednorazové injekéni stiikacky (5 ml, 20, ml)
Plastové uzaviratelné zkumavky (20 ml)
Stojanek

Nalevka s filtra¢nim papirem




POSTUP PRACE

Nejprve jsem si pripravila extrakéni pufr. Vzhledem k tomu, Ze jsem neméla k dispozici
citronan sodny, rozhodla jsem se, Ze si ho vyrobim z doma dostupnych surovin, a sice
reakci kyseliny citronové s hydroxidem sodnym. Navazku NaOH jsem vypocitala

pomoci rovnice:
(N OH)—3 39,957 25 = 11,624
MY =1 25806 <0 T 4TI
Mnozstvi kyseliny citronové:
(CxHgO )—1 192,13 25 = 18,613
mMEeHst7) =1 258,06 ©0 T 00

Navazku NaOH a kyseliny citronové jsem rozpustila ve 20 ml destilované vody (kazdou
zvl4st) a pak jsem oba roztoky smichala dohromady. Touto reakei jsem ziskala 40 ml
roztoku citronanu sodného, k tomuto roztoku jsem pridala 5 g NaCl a doplnila 528 ml
destilované vody, ¢imz jsem si pripravila extrakéni pufr, ktery jsem ulozila v lednici.
Na talitku jsem vidlickou dobte rozmackala maly kousek bananu ptiblizné 2—-3 cm
dlouhy (mechanické rozruseni tkané)

do sklenice jsem nalila 12 ml extrakéniho pufru a ptidala cca 3 ml detergentu (Jar)
rozmackany banan jsem prevedla do sklenice a dobte vSe promichala (lyze bunék a
uvolnéni DNA a ostatnich latek do roztoku) nechala jsem ptisobit asi 5 minut
pripravila jsem si stojanek s nalevkou a s navlhéenym filtra¢nim papirem a smés
bananu v extrakénim pufru jsem prefiltrovala do cisté sklenice (tim se oddéli proteiny,
lipidy a zbytky membran od DNA)

asi 1 ml filtratu jsem pievedla do plastové zkumavky a pridala jsem stejny objem
vychlazené destilované vody a vSe jsem promichala

opatrné jsem pridala cca 10 ml dobfe vychlazeného ethanolu — je tieba opatrné vrstvit
po sténé zkumavky

po 2—3 minutach lze pozorovat bilou srazeninu (DNA), ktera se nachazi na rozhrani
vodné a alkoholové faze.

Vysrazenou DNA jsem opatrné namotala na tycinku a prevedla do nové plastové
zkumavky

Obrdzek 2: Izolace DNA z bandnu: a) pomucky a materidly; b) homogenizace bandnu; c) DNA vysrdZend v alkoholové fazi




DISKUZE K UKOLUC. 2

Tento postup jsem upravila podle ndvodu CeeBT- TeachingBASE
http://www.ceebt.embo.org/projects/project8/project8.html

Pokus je dobte proveditelny v jednoduchych podminkach, DNA byla dobfe patrna. Stejné
jako v predchozim pokusu bude srazenina obsahovat kromé DNA také RNA a zbytky
proteinti. Na tomto postupu mé nejvice bavilo, Ze jsem si sama mohla pripravit potfebné
chemikalie (zvlasté reakce kyseliny citronové s hydroxidem sodnym byla zidbavna...)

UKOLC. 3

Izolace DNA z mrazenych merunék pomoci ananasové stavy

POMUCKY A MATERIAL
Mrazena merunka

Denaturovany ethanol (96%)
Cerstvé vymackana ananasova §tava
Cukr

Samouzaviratelny sacek

odmérka

Sitko

Lzicka

Plastova uzaviratelna zkumavka (20 ml)
Vysoka a uzka sklenice

Ledova lazen

POSTUP PRACE

e 7z Cerstvého ananasu jsem pripravila cca 100 ml ananasové stavy

¢ merunku jsem nechala rozmrazit, lehce jsem ji rozmackala vidlickou a posypala cukrem
(cca 20 g) — zmrazenim byla porusena bunécna sténa a cukr udéla na povrchu merunky
hypertonické prostredi

¢ smeés merunky a cukru jsem prevedla do uzaviratelného sacku a pridala cca 80 ml
ananasové Stavy

e smés v sacku jsem diikladné rozmackala rukou (ananas obsahuje protedzu Bromelain,
ktera odstrani proteiny z nukleohistonii a uvolni tak DNA) nechala ptisobit né€kolik
minut pri pokojové teploté

e obsah sacku jsem precedila pres jemné sitko do tzké a vysoké sklenice

e spomoci 1ziéky jsem obsah ve sklenici opatrné prevrstvila cca 40 ml vychlazeného
ethanolu

e béhem nékolika minut bylo mozné pozorovat, jak se DNA srazi do horni alkoholové faze

e diky bublindm vzduchu jsou choméacky vysrazené DNA dopraveny az k hladiné, kde
jsem je mohla odebrat do ¢isté plastové zkumavky



http://www.ceebt.embo.org/projects/project8/project8.html

VYSLEDKY K UKOLU C. 3
Podarilo se mi uspésné izolovat DNA z mrazené merunky. Stejn€é jako v predchozich
postupech, ani pi tomto postupu neni takto ziskana DNA ¢ist4, je s piimési RNA.

Obrdzek 3: I1zolace DNA z merunék: a) pomicky a materidly; b) DNA se sraZi do alkoholové faze; c) vysrdaZzend DNA
na Spejli; d) vysrazend DNA ve zkumavce

DISKUZE K ULOZE 3

Tento postup jsem upravila podle ndvodu Jana Havlika v magazinu TechNet
https://technet.idnes.cz/jak-izolovat-dna-doma-ananas-jahody-koktejl-fkk-
[veda.aspx?c=A160201 145450 veda pka

Misto jahod, jak bylo doporuéeno v navodu, jsem pouZzila merunky a misto konzumniho
alkoholu jsem pouzila denaturovany 96% lih, takze vysledny produkt uz nemohl byt dale
pouzivan (tedy — konzumovan). Na tomto postupu je zajimavé, Ze se k bunééné lyzi nepouzivaji
detergenty (Jar, Pur, Sampodny...) — to je nahrazeno zmrazenim a rozmrazenim a pridanim
proteazy z ananasové $tavy. Diky témto ipravam (pokud by se k vysrazeni pouzil konzumni
vysokoprocentni alkohol) by se vysledek pokusu mohl po demonstraci vysrazené DNA vypit.
Experiment se mi povedl, vysrazena DNA byla dobie patrna. Diky bromelainu by méla
vysledna srazenina obsahovat hlavné DNA, asi i RNA, ale proteiny z nukleohistonového
komplexu by tam uz byt nemély.



https://technet.idnes.cz/jak-izolovat-dna-doma-ananas-jahody-koktejl-fkk-/veda.aspx?c=A160201_145450_veda_pka
https://technet.idnes.cz/jak-izolovat-dna-doma-ananas-jahody-koktejl-fkk-/veda.aspx?c=A160201_145450_veda_pka

UKOLC. 4

Izolace DNA z ¢erstvych kuiecich jater

POMUCKY A MATERIALY
Cerstvé kufeci jatra

NacCl

Destilovana voda

Sampén na vlasy Palmolive s obsahem EDTA
96 % denaturovany ethanol
Roztok na kontaktni ¢ocky Opto soak plus

TyCovy mixér
Sklenice
Jednorazové injekéni strikacky

Sitko

Plastové uzaviratelné zkumavky (20 ml)

POSTUP PRACE

kureci jatra jsem nakrajela nadrobno a odméftila jsem objem priblizné 100 ml. Jatra
jsem prevedla do velké sklenice, piidala cca 2 g NaCl a dva objemy (cca 200 ml)
destilované vody. Poradné jsem vSe rozmixovala ty¢ovym mixérem (dojde k rozbiti
bunécnych stén a stl vytvori hypertonické prostiedi)

k rozmixované smési jsem pridala 1/6 objemu detergentu (cca 2 polévkové 1zice) — jako
detergent byl pouzit Sampon s obsahem EDTA (chelatac¢ni cinidlo, které vychyta
dvojmocné kationty, tim destabilizuje membranu a zaroven ptisobi jako inhibitor
DNaz)

vSe jsem promichala a nechala ptisobit 5—10 minut. Detergent narusi bunééné stény a
stény bunécnych jader, DNA a dalsi slouéeniny prejdou do roztoku.

ze smési jsem odlila ¢ast do plastové zkumavky (cca 10 ml) a pridala par kapek roztoku
na kontaktni ¢ocky. Roztok na kontaktni ¢ocky obsahuje protedzy a oddé€li DNA od
ostatnich sloZek ve smési.

smes ve zkumavce jsem opatrné prevrstvila vychlazenym denaturovanym alkoholem
DNA se za néjakou dobu vysrazela na rozhrani obou fazi

VYSLEDKY K UKOLU C. 4

DNA z kurecich jater pomoci roztoku na kontaktni ¢ocky se podarilo izolovat, ale vysrazena
DNA nevytvorila dlouha souvislé vldkna, jako v minulych pokusech, ale byla tvofena drobnymi
srazeninami, které se nedaly namotat na Spejli.




Obrdzek 4: Izolace DNA z kurecich jater: a) pomicky a materidly; b) vysrdZzend DNA ve zkumavce na rozhrani fdzi

DISKUZE K UKOLU C. 4

Tento experiment jsem nedé€lala, podle zddného konkrétniho navodu, ale zkombinovala jsem
pri ném riizné postupy. Kureci jatra jsem zvolila proto, Ze jsem si chtéla vyzkouset, jak se bude
pracovat s zivo¢iSnou tkani. Také jsem v tomto pokusu poprvé pouzila detergent (Sampon)
s obsahem chelata¢niho cinidla (EDTA) a vyzkousela jsem plisobeni protedz zroztoku na
kontaktni cocky. Diky tomu by vyslednd srazenina neméla obsahovat proteiny. U tohoto
experimentu se mi nepodarilo izolovat vysrazenou DNA tak, aby se dala namotat na Spejli. To
jsem pravdépodobné zpiisobila tim, Ze jsem DNA po pridani enzymu v roztoku na cocky
neopatrné zamichala — v tomto kroku asi doslo k polaméni vlaken DNA, ktera se ptisobenim
enzymu uvolnila z nukleohistoni.

ZAVER

VyzkousSela jsem si ¢tyfi rizné zptsoby izolace DNA v domacich podminkach. VSechny
provedené pokusy byly tuspésné, DNA byla pozorovatelna jako husta bila sraZenina
v alkoholové fazi. Nejvice mé bavily tkoly ¢. 2 a 3. Pti izolaci DNA z ban&nu jsem uplatnila své
~chemické dovednosti“ a doma jsem si pripravila extrakéni pufr z dostupnych chemikalii —
reakce hydroxidu s kyselinou byla docela dosti exotermicka... Ptiizolaci z merunék jsem si
v mezikroku pfed ptfidanim denaturovaného lihu odebrala smés merun€k s ananasem, ktera
byla moc dobra!




6. BIOINFORMACNI LABORATOR
6.1 Uvod do problematiky

V molekularné-biologické laboratoii jsme podrobné prozkoumali sekundarni strukturu DNA a
naucili jsme se pomoci genetického koédu prekladat informaci z nukleovych kyselin do
proteinti. Svépomocné jsme dokazali izolovat DNA a po namotani na $pejli jsme si na ni mohli
dokonce i sdhnout.

Ale izolaci DNA to celé rozhodné nekonéi, naopak — teprve zacina. Izolovanou DNA je mozné
vzit a zacit s ni experimentovat. Napriklad odd€lovat jeji jednotlivé frakce elektroforézou,
barvit ji, stépit, klonovat nebo sekvenovat. Ale vSechny tyto experimenty uz bohuzel v domaci
(a vétSinou ani ve Skolni) laboratofi nebudeme schopni provadét, protoze vyzaduji specialni
laboratorni vybaveni. Ale pozor — na konci vétSiny téchto supermodernich laboratornich
postupti stoji konkrétni nukleotidova nebo proteinova sekvence v digitalni podobé, a prace
na ni se presouva ze specializovanych laboratori klidné i dom — kpracovnimu stolu
s pocitacem.

Je to tak — pokud jsme pracovali szivymi organismy v jejich prirozenych podminkach,
provadéli jsme experimenty in vivo. V momentu, kde jsme pienesli své pokusné objekty do
laboratore, provadéli jsme experimenty in vitro. A nyni mame vSechna data v pocitaci —
pracujeme tedy in silico — vyhleddvame a srovnavame v databazich nukleovych kyselin,
proteinti a dalsich makromolekularnich struktur.

Bioinformatika je pomérné mlady védni obor, ktery se zpracovanim a analyzou sekvenci
(poradi monomerickych jednotek) biologickych makromolekul (tedy hlavné nukleovych
kyselin a proteinti) zabyva. VSechna data, se kterymi bioinformatici pracuji, jsou dostupna
v databazich.

Tento obor postupuje kupiedu milovymi kroky, a asi neni den, aby nékde na svété (vlaboratofi)
nevznikla nova sekvence at uz DNA nebo proteinu.

My si nyni sami vyzkousime, jakym zptisobem bioinformatik pracuje.

V molekularné biologické laboratoii jsme izolovali DNA z riiznych materiali, naptiklad ja jsem
provadéla izolaci ze ¢tyt riznych biologickych tkani. Ted si predstavte, Ze jsem oslovila ¢tyri
spratelené molekularné-biologické laboratofe s prosbou, aby mé izolaty DNA vyd¢istili a
sekvenovali (urcili poradi nukleotidli v iseku DNA, ktery jsem izolovala). Do kazdé laborky
jsem poslala jeden vzorek DNA — ve formé srazeniny v mikrozkumavce s vysokoprocentnim
lihem. Bohuzel jsem si jednotlivé vzorky s izolaty Spatné popsala, takze ted si nejsem tplné
jista, co a do které laboratore jsem vlastné posilala.

Cekani na vysledky kupodivu viibec netrvalo dlouho, a jako prvni mi v mailové posté pristala
zprava z laboratofe na JU v Ceskych Budéjovicich s touto informaci:

CATTCCCCCGCATAAATAACATAAGCTTCTGACTCCTCCCTCCCTCCTTCCTTCTCCTACTAGCCTCATCTACCGTA
GAAGCTGGGGCCGGCACAGGATGGACAGTTTACCCCCCTTTAGCCGGCAACCTAGCCCACGCTGGCGCATCAT
AGACCTAGCCATCTTTCATTACTTAGCAGGTGTTTCCTCCATTCTAGGAGCCATCAACTTTATCACTACCATCATC
AACATAAAACCCCCCGCACTGTCACAATACCAAACACCCCTATTCGTATGATCCGTCCTCATTACTGCCATCCTA
CTACTCCTCTCCTTACCCGTCCTAGCAGCTGGGATTACCATACTACTTACCGACCGCAACCTTAACACCACATTCT
TCGACCCAGCTGGAGGAGGAGACCCAATCCTATACCAACACCTATTCTGATTCTTCGGTCACCCCGAAGTTTAC
ATCCTCATCCTCCCAGGTTTCGGAATAATTTCCCACGT

Takze ted mam v ruce (v pocitaci) n€jakou sekvenci — dosla mi ve formatu, ve kterém si védci
mezi se informace o genech posilaji. Funguje i uchovavani sekvenci ve Wordu, zpravidla se
doporucuje pouZzivat prosty textovy editor, kde neni Zadné formatovani, napt. notepad.
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Bioinformacni laborator

A nyni si potiebuji v databazi vyhledat, o jakou sekvenci se vlastné jedna. Budu vyhledavat v
databazi GenBank, kterd je béZné dostupnad na strankach institutu NCBI -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov

Co budu vlastné databéazi zjistovat? Mam k dispozici svou (neznamou) nukleotidovou sekvenci
a chcinajit identickou nebo co nejpodobné;jsi sekvenci, ktera se v databazi GenBank uz nachazi.
Proto na hlavni strance ve sloupecku vpravo zvolim odkaz na BLAST.

& NCBI  Resources ™ How To @

Sign in to NCBI

=NCBI

National Center for
Biotechnology Information

All Databases ] | |

NCBI Home
Resource List (A-Z)

Welcome to NCBI Popular Resources

The National Center for Biotechnology Information advances science and health by providing access to PubMed

All Resources biomedical and genomic information. Bookshelf
Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog Sallicd Central
Data & Software @
DNA & RNA Submit Download Learn sl
i G
Domains & Structures Deposit data or manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a kit
Genes & Expression into NCBI databases computer class or watch a tutorial SNP
Genetics & Medicine ) i Gene
Genomes & Maps. o Fraich
Homology PubChem
Literature
Proteins NCBI News & Blog
Sequence Analysis NCBI at ASHG 2018: Data and Clinical
Taxonomy Deyelop Analyza Research Col abs introduce interactive graphical
- . Use NCBI APIs and code Identify an NCBI toal for your Explore NCBI research and displays and medical genetics TESOUILES
Training & Tutorials libraries to build applications data analysis task collaborative projects . . R il e ot ‘;’ Ozang

Variation

B 1 = 7 Abstract display option added for
m Py F PubMed Labs search results
= e ) 040ct 2018
o > ) N Thank you for your feedback! The

Fammunity racnanca tn nur lannch of
October 10 Webinar- Using NCBI Medical
Genetics Resources: MedGen, ClinVar,
GTR

04 Oct 2018
Nt Wadnacdau Netnhar 40 2042

More.

BLAST je nejcastéji pouzivany program, ktery umi vyhledavat podobnost mezi sekvencemi.

Basic Local Alignment Search Tool
Using BLAST Well, How to Maximize Your Search Efforts: Webinar on October 3,

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The program 2018

compares nucleotide or protein sequences to sequence databases and

calculates the statistical significance. Learn more

Web BLAS‘N

In this webinar, the NCBI BLAST team lead will show you how to be more effective
with BLAST.

Thu, 27 Sep 2018 11:00:00 EST More BLAST news...

BLAST Genomes
Human Mouse Rat Microbes
Standalone and API BLAST

W yse BLAST API
mm Call BLAST from your application

Use BLAST in the cloud
Startan instance at a cloud provider

' Download BLAST
L_—_J GetBLAST databases and executables

Na této strance vyberu ikonku Nucleotide BLAST, protoZe chci mezi sebou porovnéavat
nukleotidové sekvence.
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®
BLAST » blastn suite
Standard Nucleotide BLAST

| blastn | pastp | blastx | tbiastn | thiastx |

BLASTN search usinga query. more...

Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
GTTAACATAACGTTTTTCCCTCAGCACTTCCTAGGGCTATCTGGAATGCCGCGACGTTATTCTGACTACC 2
CAGACGCATATACGACTTGAAACACAATTTCCTCAATAGGCTCTTTCATCTCACTAACGGCAGTTATACT rom l:|
ARTAATTTTCATAGTGTGAGAAGCTTTTGCATCCAAGCGAGAAGTGGCTATAGTAGAAT TGACCACAACT
paTCTC el |
Or, upload file Prochézet.. &

Job Title ‘

Enter a descriptive fitle for your BLAST search &

[JAlign two or more sequences &

Choose Search Set

Database CHuman genomic + transcript (_'Mouse genomic + transcript ®Others (nr etc.)
‘Nuc\eolide collection (nr/nt) V‘ @

Organism

Optional ‘ | O Exclude .+
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown &

Exclude [ Models (XM/XP) ] Uncultured/environmental sample sequences

Optional

Limit to [ sequences from type material

Optional

Entrez Query \ | Youllfl Create custom database

Optional Enter an Entrez query to limit search &

Program Selection

Optimize for (®) Highly similar sequences (megablast)

) More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
O Somewhat similar sequences (blastn)

Zﬁoose a BLAST algorithm &

Search database Nucleotide collection (nr/nt) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)

[ show results in a new window

Na tomto rozhrani zkopiruji do ramecku Enter Query Sequence svou sekvenci a kliknutim
na modrou ikonku BLAST vlevo dole na obrazovce odeslu sva data ke zpracovani

Jiz béhem nékolika sekund se dozvim vysledek!

M) U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information

®
BLAST » blastn suite » RID-VWTTVH2F015

Edit and Resubmit Save Search Strategies > Formatting options & Download
Job title: Nucleotide Sequence (490 letters)

RID VWVWTTVH2F015 (Expires on 10-11 19:49 pm)

Query ID Icl|Query_198053
Description None
Molecule type nucdleic acid
Query Length 490

Kdyz budu rolovat stranku doli, ukaze se, Ze moje sekvence vykazovala 100% shodu s
¢asti mitochondrialni DNA z bunék kura domaciho (Gallus gallus).
Vyborné — to by souhlasilo — jeden z mych vzorkti DNA skute¢né pochazel z kutecich jater.

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

il Alignments

[ Gallus gallus isclate 5210 mitochondrion. parfial agenome

[] Gallus gallus isolate 5280 mitochondrion. partial genome
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6.2.1 Carové kody zivota

Tato uloha byla publikovana v Biologickém korespondencénim seminaii Biozvést (rocnik 4 -
série 3) — viz: http://biozvest.arach.cz/index.html autorkou je Magdalena Gajdosova

Cil:
Vyzkouset si v praxi porovnavani nukleotidovych sekvenci v databazi GenBank pomoci
programu BLAST

Casova dotace:
20—30 minut

Legenda:

Stejné jako prectenim ¢arového kodu lze presné uréit typ zbozi, prectenim urcité sekvence
DNA Ize uréit druh organismu i bez hledani v urcovacich kli¢ich. Proto se tomuto modernimu
pristupu k urcovani druhii dal ndzev DNA barcoding (barcode = ¢arovy kod). Jako ,,éarovy
kod zivota® byl pro zZivocichy zvolen tsek genu kodujiciho eytochrom oxidazu I (COXI).
Predstavme si, Ze by existoval jakysi katalog, v némz by ke kazdému existujicimu druhu
zivodicha na svété byla uvedena jeho unikatni sekvence genu pro COXI (pro jednoduchost
budeme dale psat jen ,,sekvence COXI*). Pokud bychom pak cht€li jakékoliv pro nas neznadmé
zvife urcit do druhu, stacilo by osekvenovat jeho COXI a nechat pocita¢, aby nadm k ziskané
sekvenci v katalogu nasel druh se shodnou (¢i témér shodnou) sekvenci. Takové ,katalogy*
dalsi a dalsi sekvence zverejiiované védci po celém svéte, a uz dnes se jedna o velmi uziteény
néastroj. V soucasnosti neni vyjimkou, Ze védci popisujici nové druhy rovnou kromeé
morfologického popisu pridavaji i sekvence umoznujici barcoding, jako samostatny uréovaci
znak.

Na cestach po jihovychodni Asii Ti zachutnaly nékteré pokrmy prodavané na
trznici, kviili jazykové bariére jsi ale celou dobu netusil, z é¢eho jsou vlastné
vyrobené. Odebral jsi z nich tedy vzorky masa a po navratu domu jsi kazdy
osekvenoval na pritomnost genu COXI. Ziskal jsi nasledujici tri sekvence.

>Prvni_sekvence
TAGGACAGCCCGGAACTCTCTTAGGAGACGATCAAATTTACAATGTAATCGTCACAGCCCATGCTTTCGTCATA
ATCTTCTTTATAGTTATACCCATCATGATCGGTGGCTTCGGAAACTGACTAGTCCCGCTTATAATCGGTGCCCCA
GACATAGCATTCCCCCGCATAAATAACATAAGCTTCTGACTCCTCCCTCCCTCCTTCCTTCTCCTACTAGCCTCAT
CTACCGTAGAAGCTGGGGCCGGCACAGGATGGACAGTTTACCCCCCTTTAGCCGGCAACCTAGCCCACGCTGG
CGCATCAGTAGACCTAGCCATCTTTTCATTACACTTAGCAGGTGTTTCCTCCATTCTAGGAGCCATCAACTTTAT
CACTACCATCATCAACATAAAACCCCCCGCACTGTCACAATACCAAACACCCCTATTCGTATGATCCCCCCTCAT
TACTGCCATCCTACTACTCCTCTCCTTACCCGTCCTCACAGCTGGGATTACCATACTACTTACCGACCGCAACCTT
AAA
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>Druha_sekvence
TCACAAGGATATCGGAACTTTGTACTTTTTATTCGGAATCTGGTCGGGAATAGTTGGTACAGCTCTAAGATGAT
TAATCCGAATTGAACTGGGCCAACCAGGATCTTTTATTGGAGATGATCAAATTTATAACGTAATTGTAACAGCA
CATGCATTCATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCTATTATAATTGGGGGATTCGGAAACTGACTTCTACCCCTAA
TAATTGGAGCACCAGATATGGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTCTGATTGTTACCTCCATCACTAACAC
TTCTTCTATCAAGAAGAATTGTTGAAAAAGGAGCAGGTACTGGTTGAACAGTGTACCCACCACTATCAACTAAT
ATCTCACACAGAGGAGCATCAGTAGATCTTGCAATCTTCTCATTACATTTAGCAGGAGTGTCATCAATTCTAGG
AGCAGTAAACTTCATCTCTACAGTAATTAACATACGTACTACCGGAATGACACCTGATCGAATACCACTATTCGT
ATGATCGGTATCAATTACAGCTTTACTACTACTACTATCATTACCAGTATTAGCAGGAGCAATCACCATACTATT
AACAGACCGAAATTTCAATACATCATTCTTCGATCCTGCAGGAGGAGGTGACCCAATTCTATACCAA

>Treti_sekvence
TTCATAAACCGTTGACTCTTTTCAACTAACCACAAAGATATCGGAACCCTCTACCTATTATTTGGGGCCTGAGCA
GGAATAGTAGGGACAGCTTTAAGTATTCTAATTCGAGCTGAACTAGGGCAGCCAGGTGCACTCCTAGGAGAT
GACCAAATCTATAATGTCATCGTCACAGCCCATGCATTCGTAATAATTTTCTTTATAGTAATACCTATAATAATT
GGAGGCTTCGGAAACTGACTTGTCCCACTAATAATTGGAGCCCCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAACAT
AAGCTTTTGACTGCTTCCTCCATCGTTTCTACTCCTTTTAGCATCCTCCATAGTAGAAGCTGGAGCTGGAACAGG
ATGAACAGTATATCCCCCCTTAGCCGGAAACCTAGCCCATGCTGGAGCATCCGTAGATTTAACTATTITTTCCCT
CCACCTAGCCGGGGTGTCTTCTATCTTAGGAGCTATCAACTTTATCACCACTATCATTAATATAAAACCCCCTGC
TATAACCCAATATCAAACACCTCTCTTTGTATGATCCGTACTAATTACAGCCGTCCTACTACTTCTCTCACTGCCA
GTATTAGCAGCAGGTATCACTATACTCCTTACAGACCGAAATCTAAATACTACTTTCTTCGACCCCGCTGGAGG
TGGAGACCCAATTCTTTATCAACACCTATTC

Z ¢eho byly pokrmy ptipraveny?

Postup prace:

Podle vyse uvedeného navodu si otevireme databazi GenBank a pouzijeme srovnavaci
program BLAST, konkrétné Nucleotide BLAST. Jednotlivé sekvence odesilame k porovnavani
a poté zaznamename ptivod — zdroj této neznamé DNA.

Vysledky:

Pod prvni sekvenci je ukryt kur bankivsky (Gallus gallus).

Druha sekvence — plostice Lethocerus indicus

Treti sekvence — potkan (Rattus norvegicus)

Diskuse a zavér:

Dobrou chut ©
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Molekularni fylogenetika

Obrovské mnozstvi dat nachazejicich se v genomovych databazich umoznilo vznik nékolika
dalsich novych védnich oborti. Jednim z nich je i molekularni fylogenetika.

Pod terminem fylogeneticky strom (z reckého fylé — strom a genesis — zrozeni), si vétsina
vybavi grafické znazornéni ptibuzenskych vztaht mezi jednotlivymi organismy (Zivocichy,
rostlinami atd.), o kterych se predpoklada, ze maji spolecného predka. Znazornéni
fylogenetického stromu se nazyva kladogram (termin klad je odvozen od feckého vyrazu pro
vyhonek — vétvicku). Klad je skupina organismt obsahujici vS§echny potomky spole¢ného
predka — stejné jako vétev odd€lujici se od kmene stromu nese vsechny jeji dalsi vétve. Hlavni
pravidlo konstrukce kladogramu je, Ze kazda linie se mtze rozdélit na dve dcetiné vétve — Stépi
se divergentné. Misto Stépeni linie se nazyva uzel.

V klasickém fylogenetickém stromu se pribuzenské vztahy posuzuji podle morfologické nebo
genetické podobnosti. Molekularni fylogenetika vsak do svych stromii dosazuje misto
jednotlivych organismt piimo jednotlivé geny téchto organismi. Princip spociva v tom, Ze ¢im
podobnéjsi je geneticka informace dvou organismi, tim jsou si piibuznéjsi. Pokud srovnavame
dva stejné geny pochazejici ze dvou rtznych organismii — porovnavame mnozstvi mutaci,
kterymi se od sebe tyto dva geny lisi.

Dnes mame k dispozici fadu vypocetnich nastroji, které dokazi porovnat zadané genové

sekvence mezi sebou a na zakladé tohoto srovnani umozni vytvotit vlastni fylogeneticky strom
— a to si pravé ted’ vyzkousime.

A
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6.2.2 Vytvoreni fylogenetického stromu

Cil:

Procvideni prace s genomovymi databazemi a vyhledavaci, prace ve srovnavacim programu

T-Coffee

Casova dotace:
20—30 minut

Postup prace:

Nejprve se musime rozhodnout, které organismy chceme z hlediska evoluc¢ni pribuznosti
srovnavat. Vysvétlime si to na piikladu vzidjemné pribuznosti mezi kockovitymi Selmami.
Budeme zkoumat, jak jsou si vzajemné piibuzné tyto kockovité Selmy:

Lev pustinny (Panthera leo)

Tygr ussurijsky (Panthera tigris)
Irbis (Panthera uncia)

Puma americka (Puma concolor)
Ocelot velky (Leopardus pardalis)
Kocéka divoka (Felis silvestris)

Z minulé tlohy uz vime, k ¢emu se v molekularni fylogenetice pouziva srovnavani genu pro
cytochrom oxidazu C (COX1). Také v této iloze budeme u vSech zkoumanych kockovitych
Selem porovnavat sekvence prave tohoto genu.

Otevireme si Genbank ze stranky https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
ProtoZe budeme vyhledavat sekvence genti, v okné vpravo nahoie zvolime zalozku Gene

& NCBI  Resources ® How To

SNCBI (i aabases

Mational Center for
Biotechnology Information

NCBI Home

Resource List (A-Z)

All Resources

Chemicals & Bioassays

Data & Software

DNA & RNA

Domains & Structures

Genes & Expression

_ Genetics & Medicine

Genomes & Maps

Homology

Literature

|

Welcome to NCBI

The National Center for Biotechnology Information advances science and health by providing access to
biomedical and genomic information.

About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog

Submit Download Learn
Deposit data or manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a
into NCBI databases computer class or watch a tutorial

Popular Resources
PubMed

Bookshelf

PubMed Central
BLAST

Nucleotide

Genome

Protein

PubChem

Do vyhledavace nahore napiSeme nazev genu a latinsky nazev organismu, u kterého gen
hledame. NapiSeme tedy COX1 panthera leo a odesleme tlac¢itkem search. BEhem nékolika
sekund se zobrazi vysledek hledéni.

Sign in to NCBI
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Gene |COX1 panthera leo g @

Advanced Help

Gene

Gene infegrates information from a wide range of species. A record may include nomenclature, Reference Sequences

(RefSeqgs), maps, pathways, variations, phenotypes, and links to genome-, phenotype-, and locus-specific resources
worldwide.

Using Gene Gene Tools Other Resources
Gene Quick Start Submit GeneRIFs HomoloGene

FAQ Submit Correction OMIM

Download/FTP Statistics RefSeq

RefSeq Mailing List BLAST RefSeqGene

Gene News [} Genome Workbench UniGene

Factshest Splign Protein Clusters

Vyborné — gen COX I u Ivii je osekvenovany, takze ted bychom se potiebovali dostat k té
sekvenci.
Rozklikneme odkaz a na strance s informacemi o tomto genu musime najit format, ve kterém

GENE Was this helpful?  ols =~ "

COX1 — cytochrome ¢ oxidase subunit |

Panthera leo (lion)
Also known as: ASR00_gp11
GenelD: 26129530

RefSeq proteins (1)

Dowmnload

RefSeq proteins +

se sekvence nachazi — forméat se nazyva FASTA - takZe na néj klikneme.

COX1 cytochrome c oxidase subunit | [ Panthera leo (lion) ]
Gene ID: 26129530, updated on 18-Jul-2016

! Summary ek

Gene symbol COX1
Gene description cytochrame ¢ oxidase subunit |
Locus tag  ASRO0_gp11
Gene type protein coding
RefSeq status REVIEWED
Organism Panthera leo (isolate: PLE)
Lineage Eukaryota; Metazoa; Chordata: Craniata; Vertebrata; Euteleostomi: Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria; Camnivora: Feliformia: Felidae: Pantherinae; Panthera

~' Genomic context =|?
Sequence: Chromosome: MT. NC_028302 1 (6033 7577)

Chromosome MT - NC_028302.1

{5000 p [atzp
ASROI_sbtn ASRII_st12
BRiI_stil BSRI0_gt13
2
cok
~| Genomic regions, transcripts, and products 27
Genomic Sequence: NC_028302.1 Go to referj
Go to nucleotide:
£3 nc_o28302.1 + | Find: x| a [ [CH == A Tools ~
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Genes %
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= = = _—
= NCBl Resources ¥ HowTo [ Sign in to NCBI
Nucleotide Nucleotide )

Advanced Help
(@ Leamn more about upcoming changes to the Nucleotide, EST, and GSS databases.
FASTA~ .

Change region shown =
E %] k= O Whole sequence

Panthera leo isolate PLE mitochondrion, complete genome @® Selectad region
NCBI Reference Sequence: NC_028302.1 from: 6033 to: 7577
GenBank  Graphics Update View
>R : 6033-7577 Panthera leo isolate PLE mitochondrion, complete genome
ATGTTCATAAACCECTGACTATTTTCAACCAATCACAAAGACATTGEAACTCTTTACCTTCTATTTEETG
CCTGEGCTEETATEETGEGGACTGCTCTCAGTCTCCTAATCCGAGCCGAACTEEETCAACCTGCACACT oI e =
ACTABGGGATGACCAAATTTATAATGTAGTCGTCACCGCCCATECTTTTGTAATAATCTTCTTTATAGTA
ATACCTATCATGATTGGAGGATTCEGAAACTGATTEGTCCCATTAATAATTGEAGCCCCCGATATAGCAT
TCCCTCGAATEAATAATATAAGCTTCTGACTTCTTCCCCCATCTTTCCTACTTTTGCTTGCATCGTCTAT 5 =
GETAGAAGCTGEAGCAGGAAC TGGGETGGACAGTATACCCGCCTCTAGCCEECAACCTAGC TCACGCAGGA Analyze this sequence
GCATCTGTAGATCTAACTATTTTTTCACTACACC TGGCAGETGTCTCCTCAATCCTAGGTGCTATTAATT Run BLAST
TTATTACTACTATTATTAATATAAAACCCCCTGCTATATCCCAATACCAMACACCTCTATTTETCTGATC Sea
BETTTTAATTACTGCTGTATTECTACTCCTATCACTACCAGT TTTAGCAGCAGGCATCACTATGCTACTG Pick Primers
ACAGATCGAAATCTBAATACCACATTTTTTGACCCTGCCGEAGEAGEGGACCCTATCTTATACCAACATC Highlight Sequence Features
TATTCTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTCTACAT TTTAATTTTACCCGEETTCEGAATAATTTCACACAT
TGTCACCTATTATTCAGGTAAAAAAGAACCTTTTGGC TACATAGGAATAGTTTGAGCTATAATATCAATT Find in this Sequence
GETTTTCTAGECTTTATTGTATGAGCCCATCACATGTTTACTGTGGGGATAGATGTGEACACACGAGCAT
ACTTTACATCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCCACTGGAGTARAAGTATTTAGCTGACTGGCCACTCT
TCATGGCGETAATGTCAAATEETCTCCCGCTATGCTGTGAGCCCTAGGATTCATCTTCCTATTTACTGTT EreT— : =
BEGGECTTAACAGGAATTGTACTAGCAAATTCCTCATTAGATATTGTCCTTCACGATACATACTATGTAG elatad Intormation
TAGCCCACTTCCACTATGTATTGTCGATAGGAGCAGTATTTGCTATTATAGGGGECTTCGTTCATTGATT BioProject
CCCCCTATTCTCAGGGTATACTCTCGATAATACCTGEGCAAAAATTCATTTTACGATTATGTTCGTAGGC B
GTCAATATAACGTTTTTCCCTCAGCATTTTCTAGGCTTGTCCGEAATGCCTCGACGTTATTCTGACTACC rotein
CAGACGCATATACAACTTGAAACACAGTCTCCTCAATAGGCTCTTTTATTTCATTAACAGCAGTAATATT TG
AATGETTTTCATAGTGTGAGAGGCTTTTGCATCAAAGCGAGAAGTGECCATAGTGEAACT AMCCACGACT :
AATCTTGAATGACTACATGGATGTCCCCCTCCATACCACACATTTGAAGAACCAACCTATGTGTTGCTAA Gene

ANTAA PubMed (Weighted)

A celou genomovou sekvenci i s prvnim fadkem (tam je pravé nazev organismu) zkopirujeme
do souboru ve Wordu.

Pro zprehlednéni vymazeme kod pre dvojte¢kou a sekvenci oznac¢ime vlastnim popiskem
LEV.

>LEV:6033-7577 Panthera leo isolate PLE mitochondrion, complete genome
ATGTTCATAAACCGCTGACTATTTTCAACCAATCACAAAGACATTGGAACTCTTTACCTTCTATTTGGTGCCTGG
GCTGGTATGGTGGGGACTGCTCTCAGTCTCCTAATCCGAGCCGAACTGGGTCAACCTGGCACACTACTAGGGG
ATGACCAAATTTATAATGTAGTCGTCACCGCCCATGCTTTTGTAATAATCTTCTTTATAGTAATACCTATCATGAT
TGGAGGATTCGGAAACTGATTGGTCCCATTAATAATTGGAGCCCCCGATATAGCATTCCCTCGAATGAATAATA
TAAGCTTCTGACTTCTTCCCCCATCTTTCCTACTTTTGCTTGCATCGTCTATGGTAGAAGCTGGAGCAGGAACTG
GGTGGACAGTATACCCGCCTCTAGCCGGCAACCTAGCTCACGCAGGAGCATCTGTAGATCTAACTATTTTTTCA
CTACACCTGGCAGGTGTCTCCTCAATCCTAGGTGCTATTAATTTTATTACTACTATTATTAATATAAAACCCCCTG
CTATATCCCAATACCAAACACCTCTATTTGTCTGATCGGTTTTAATTACTGCTGTATTGCTACTCCTATCACTACC
AGTTTTAGCAGCAGGCATCACTATGCTACTGACAGATCGAAATCTGAATACCACATTTTTTGACCCTGCCGGAG
GAGGGGACCCTATCTTATACCAACATCTATTCTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTCTACATTTTAATTTTACCCG
GGTTCGGAATAATTTCACACATTGTCACCTATTATTCAGGTAAAAAAGAACCTTTTGGCTACATAGGAATAGTT
TGAGCTATAATATCAATTGGTTTTCTAGGCTTTATTGTGTGAGCCCATCACATGTTTACTGTGGGGATAGATGT
GGACACACGAGCATACTTTACATCTGCTACTATAATTATTGCTATTCCCACTGGAGTAAAAGTATTTAGCTGACT
GGCCACTCTTCATGGCGGTAATGTCAAATGGTCTCCCGCTATGCTGTGAGCCCTAGGATTCATCTTCCTATTTAC
TGTTGGGGGCTTAACAGGAATTGTACTAGCAAATTCCTCATTAGATATTGTCCTTCACGATACATACTATGTAG
TAGCCCACTTCCACTATGTATTGTCGATAGGAGCAGTATTTGCTATTATAGGGGGCTTCGTTCATTGATTCCCCC
TATTCTCAGGGTATACTCTCGATAATACCTGGGCAAAAATTCATTTTACGATTATGTTCGTAGGCGTCAATATAA
CGTTTTTCCCTCAGCATTTTCTAGGCTTGTCCGGAATGCCTCGACGTTATTCTGACTACCCAGACGCATATACAA
CTTGAAACACAGTCTCCTCAATAGGCTCTTTTATTTCATTAACAGCAGTAATATTAATGGTTTTCATAGTGTGAG
AGGCTTTTGCATCAAAGCGAGAAGTGGCCATAGTGGAACTAACCACGACTAATCTTGAATGACTACATGGATG
TCCCCCTCCATACCACACATTTGAAGAACCAACCTATGTGTTGCTAAAATAA

Stejnym zplisobem vyhleddme i dal$i sekvence pro dalsi kockovité Selmy — sekvence (s
upravenou hlavickou) zkopirujeme v§echny do jednoho wordového souboru pod sebe.
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Vlastni fylogeneticky strom vypracujeme v programu T-Coffee, ktery je k dispozici na strance
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/

Nejprve vybereme z nabidky DNA

# EMBL-EBI Servi Research Training Industry About us Q EMBL-EBI Hinxton ~

T-Coffee

Web services ‘ Help & Documentation ‘ Bioinformatics Tools FAQ ‘ ® Feedback =iShare

Tools = Multiple Sequence Alignment = T-Coffee

Multiple Sequence Alignment

T-Coffee is a multiple sequence alignment program. Its main characteristic is that it will allow you to combine results obtained with several alignment methods
Important note: This tool can align up to 500 sequences or a maximum file size of 1 MB.
STEP 1 - Enter your input sequences

iter or paste a set of

any supported format:

Or upload a file: Prochazet... Use a example sequence | Clear sequence | See more example inputs

STEP 2 - Set your Parameters

OUTPUT FORMAT.

Cely obsah wordového souboru, kde jsme ukladali sekvence genu COX 1 pro riizné kockovité
Selmy, nyni zkopirujeme do okna v sekci STEP1 a odesleme tlac¢itkem Submit.

Za nékolik minut program T-Coffee zobrazi vysledky — uvidime jednotlivé sekvence srovnané
po sebou. Po rozkliknuti zalozky Guide Tree, se nam zobrazi fylogeneticky strom.

# EMBL-EBI Services Research  Training  Industry  Aboutus  Q EMBL-EBI Hinxton -

T-Coffee

Input form ‘ Web services Help & Documentation Bioinformatics Tools FAQ ® Feedback =<Share

Tools > Multiple Sequence Alignment > T-Coffee

Results for job tcoffee

m Result Summai

Download Alignment File ' View result with Jalview  Send to Simple Phylogeny Send to MView

010-120733-0216-96931616-p1m

Guide Tree |Phylogenetic Tree Submission Details

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

IRBIS_6899-7643 ATGTTCATAAACCGCTGACTATTTTCAACCAATCACAAAGATATTGGAAC
KOCKA_6811-7555 ATGTTCATAAACCGTTGACTATTTTCAACTAATCACAAAGATATTGGTAC

LEV_6833-7577 ATGTTCATAAACCGCTGACTATTTTCAACCAATCACAAAGACATTGGAAC
OCELOT_6814-7558 ATGTTCATAAACCGCTGACTATTTTCAACTAATCATAAGGATATTGGTAC
PUMA_5263-7887 ATGTTCATAAATCGCTGACTGTTTTCAACTAATCATAAAGATATTGGCAC

TYGR_6288-7824 ATGTTCATAAACCGCTGACTATTTTCAACCAATCACAAGGATATTGGAAC
EEEEREERERE KK RREEE REEEEERE RXERE AR KK EEEEE KK

IRBIS_6899-7643 TCTTTACCTTCTATTTGGCGCCTGAGCTGGTATGGTGGGGACTGCTCTCA
KOCKA_6811-7555 TCTTTACCTTTTATTCGGTGCCTGAGCTGECATEGTGEGGACTGCTCTTA
LEV_6833-7577 TCTTTACCTTCTATTTGGTGCCTGGGCTGETATGGTGGGGACTGCTCTCA
OCELOT_60814-7558 TCTCTACCTTCTATTTGGTGCTTGGGCTGGTATAGTGGGGACCGCCCTCA
PUMA_6263-7887 TCTTTACCTTCTATTTGGTGCCTGAGCCGGTATGGTAGGAACTGCTCTTA

TYGR_6288-7824 TCTTTACCTTTTATTTGGCGCCTGGGCTGGTATAGTGGGGACTGCCCTCA
AEE EEEEER KEKE KE KR KE KK KR XE KK KK KN EE KE K

IRBIS_6899-7643 GTCTCTTAATCCGAGCCGAGCTGGGTCAACCTGBCACACTGCTAGGGGAT
KOCKA_6@11-7555 GCCTTCTAATCCGGGCCGAACTGGGCCAACCTGGTACACTACTAGGAGAT
LEV_6833-7577 GTCTCCTAATCCGAGCCGAACTGGGTCAACCTGGCACACTACTAGGGGAT
OCELOT_6814-7558 GTCTCTTAATTCGGGCCGAACTAGGCCAACCTGGCACACTACTAGGAGAT
PUMA_6263-7887 GTCTCCTAATCCGGGCCGAACTAGGTCAACCTGGCACACTACTAGGAGAT

TYGR_6280-7824 GTCTCCTAATTCGAGCCGAACTGGGTCAACCTGGCACACTACTAGGAGAT
B oEE EEEE KK RWHEE RE RE KREEEREEE OOKKE REEEE KKK
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Phylogram

Branch length: ® Cladogram ' Real

IRBIS_6099-7643 0.045
— LEV_6033-7577 0.045
TYGR_6280-7824 0.06333
OCELOT_6014-7558 0.0625
KOCKA_6011-7555 0.06375
PUMA_6263-7807 0.06625

Diskuze a Zavér:

V programu T-Coffee jsme vyrobili ze zadanych organismii (zde kockovitych Selem)
fylogeneticky strom. Pfipodobnime-li ziskany obrazek ke skute¢nému stromu, pak spole¢ni
predkové budou odpovidat bodiim, kde se strom rozvétvuje.

Od tohoto spoleéného predka se oddéluji dalsi druhy tak, ze predpokladaji vyvoj bifurkaci, to
znamena tak, Ze ze spole¢ného predka vzniknou vzdy dva nové druhy. Na kazdém vétveni je
tak spole¢ny piedek dvou druhd.

Domestic Cat Lineage A zde srovnani mého vlastniho fylogramu

[4|_|: Leopard Cat Lineage s odbornou literaturou.

| Puma Lineage
Lynx Lineage

Ocelot Lineage

Caracal Lineage

kg

Bay Cat Lineage
— Lion (Panthera feo)

Jaguar (Panthera
onca)

Leopard
(Panthera pardus)

- Tiger (Panthera
tigris)

Snow Leopard
(Panthera uncia)
Clouded Leopard
{Neofelis nebulosa)

Zdroj: http://bioweb.uwlax.edu/bio203/s2008/bishop kayl/classification.htm
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