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1. UVOD

Narastajici zatizeni zivotniho prostiedi tézkymi kovy a jejich negativni dopad na zdravi
lem pro soucasnou védu a vyzkum je proto feSeni zptsobu efektivni a ekologicky tinosné de-
kontaminace pud, vodnich sedimenti a vod. Vhodné feSeni nabizi koncept fytoremediace.
Jako slibné pro tuto technologii se jevi mnohé zeméd¢€lské plodiny, pro néz jsou agrotechnic-
ké metodiky jiz rutinni zalezitosti a navic skytaji moznost dal$iho vyuziti biomasy pro tech-
nické ucely. Mezi né patii i konopi. Proto je zapotfebi mit k dispozici efektivni systém
k otestovani co nejvétsiho poc¢tu druht/kultivard plodin na odolnost vici rizikovym prvkim
I jejich ptipadny akumulaéni potencial ve vztahu k témto prvkam, resp. jejich slouceninam
vyskytujicim se v kontaminovanych substratech. Jako kandidatni plodina pro fytoremediace
je dlouhodobé studovano konopi seté (Cannabis sativa ssp. sativa L.).

1.1 Cil metodiky

Cilem metodiky je praktické uplatnéni systému suspenznich kultur (SK) konopi
v tekutych médiich jako biotestu pro rychlé otestovani tézkych kovi: a) k testovani viability
kalusovych kultur, b) k nalezeni tzv. selekéni koncentrace testovaného prvku, c) ke stanove-
ni/srovnani akumula¢niho potencidlu jednotlivych odrid konopi, d) knalezeni odriad
s vysokym fytoremedia¢nim potencidlem.

1.2 Dedikace

Certifikovana metodika vznikla za podpory MSMT jako souéast feseni projektu COST
Action 905 Mineral-improved crop production for healthy food and feed.

Cislo a nazev projektu: LD 11053 — Mineralni obohaceni vybranych rostlinnych komodit
a eliminace kadmia pro produkci krmiv a potravin.

Dékujeme RNDr. Miroslavu Grigovi, CSc. za provedeni precizni fotodokumentace kultur pro
publikaéni tcely a kritické poznamky k odborné strance textu metodiky.



2. SCHEMATICKE ZNAZORNENI POSTUPU ODVOZENI
SUSPENZNICH KULTUR KONOPI, TESTOVANI TK A HODNOCENI
VIABILITY POMOCI TTC

Indukce kalusu

Izolace

Stenlizace kalusu
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Vysvétlivky: SH — segmenty hypkotylti, OA — obrazova analyza, TK — té¢zké kovy,
TTC — barvivo 2,3,5-triphenyltetrazolium chlorid. Slozeni jednotlivych médii je
uvedeno v kap. 11.



3. PRIPRAVA MEDIi PRO KLICENI OSIVA A ODVOZENI
KALUSOVYCH KULTUR V TEKUTEM MEDIU

3.1 Pomiicky a chemikalie

a) 100 ml Erlenmayerovy banky

b) agar

¢) sacharoza

d) kadinky, nalevky, odmérné valce, pipety

e) deionizovana voda

f) chemikalie dle rozpisu jednotlivych druhit médii (makro-mikro prvky, vitaminy, myo-
inozitol, glycin, apod.)

g) fytohormony dle rozpisu jednotlivych druhi médii

3.2 Sterilni nastroje a pomticky

a) kadinky
b) odmérny valec

3.3 Pristroje a ostatni vybaveni

a) laboratorni vahy

b) elektromagneticka michacka
c) pH metr

d) autoklav

e) susicka

f) flow-box

3.4 Ochranné pomiicky
Plast’, rukavice.
3.5 Postup pro pripravu média CO - kliceni osiva

Do vhodné nadoby (A) — kadinka, Erlenmayerova barika — objem 1 litr, navazime
agar. Do mensi kadinky (B) (cca 250 ml) navazime sachar6zu a postupné¢ smichame ostatni
potiebné chemikalie dle rozpisu jednotlivych médii, ristové regulatory a piipadné specialni
sloZzky médii, michdme na elektromagnetické michacce, zméfime a upravime pH na 5,8. Pou-
Zivame predem pfipravené zasobni roztoky uchovavané v lednici, mnoZstvi prepocteme dle
konkrétniho rozpisu. Do nadoby s agarem (A) vlijeme obsah mensi kadinky (B), doplnime po
znacku, dikladné promichame. Médium rozlijeme po 25 ml do nesterilnich Erlenmayerovych
ban¢k o objemu 100 ml. Zavickujeme alobalem. Sterilizujeme v autoklavu, nechame zvolna
chladnout. Médium uchovavame pfti pokojové teploté bez ptistupu ptimého slunec¢niho zareni
max. 4 tydny.



3.6 Postup pro pripravu média indukujiciho tvorbu kalusu - MSK

Pevné médium: Do vhodné nadoby (A) — kadinka, Erlenmayerova banika — objem
1 litr, navazime agar. Do mensi kadinky (B) (cca 250 ml) navazime sachardézu a postupné
smichame ostatni potfebné chemikélie dle rozpisu jednotlivych médii, rtstové regulatory
a pripadné¢ specialni slozky médii, michame na michacce, zmétime a upravime pH na 5,8.

Pouzivame ptfedem pfipravené zasobni roztoky uchovéavané v lednici, mnozstvi pie-
poc¢teme dle konkrétniho rozpisu. Do nadoby s agarem (A) vlijeme obsah mensi kadinky (B),
doplnime po rysku, dikladné promichame. Médium rozlijeme po 25 ml do nesterilnich Erle-
mayerovych ban¢k o objemu 100 ml. Zavickujeme alobalem. PopiSeme stabilnim fixem, zna-
¢ime zkratkou média. Sterilizujeme v autoklavu, nechame zvolna chladnout. Médium ucho-
vavame pii pokojové teploté bez pristupu pfimého slunecniho zafeni max. 4 tydny.

Tekuté médium: Postup je stejny, jen s vynechanim zpevnujici slozky. Tekuté médium
pripravujeme do vétSich Erl. ban€k po 0,5 1 objemu dle planovaného rozsahu testu. Tekuté
médium se pak piidava z celého objemu pomoci pipety k ptipravené kalusové kultufe. Tekuté
médium je nutno pfipravovat bezprostiedné pied pouzitim, po 2 tydnech dochéazi k vysrazeni
¢i usazeni nékterych slozek v tomto typu média a nelze jej jiz pouzit.

4. PRIPRAVA A STERILIZACE OSIVA, IZOLACE HYPOKOTYLU
PRO ODVOZENI KALUSU IN VITRO

4.1 Pomiicky a chemikalie

a) 100 ml Erlenmayerovy banky

b) filtra¢ni papir

¢) kadinka (0,5 1), sitko (velikost ok 1 mm)

d) ¢tverce alobalové folie

e) sterilni destilovana voda v Erlenmayerovych bankach (1-1,5 I) na oplach
f) osivo

g) 98% etanol

h) 10% chloramin

i) detergent

4.2 Sterilni nastroje a pomiicky

a) pinzety

b) nerezova 1zicka s dlouhou rukojeti
C) nerezova Sitka (velikost ok 1 mm)
d) kadinky (0,5 1)

e) Petriho misky (9 cm)

4.3 Pristroje a ostatni vybaveni

a) autoklav

b) termostat — susicka

C) tiepacka s temperovanym inkubatorem
d) flow-box

e) lihovy kahan

f) kultivacni mistnost



4.4 Ochranné pomiticky
Pl1ast’, jednorazové chirurgické rukavice.
4.5 Postup sterilizace osiva a izolace hypokotylii z klicencti

Z 1 litru naklicovaciho média CO ptipravime 40 Erlenmayerovych banék (100 ml)
arozlijeme nesterilné médium po 25 ml do kazdé banky. Do 2 — 3 Erlenmayerovych ban¢k
0 objemu 0,5 1 nachystame destilovanou vodu na oplach. Vse autoklavujeme 15 minut pfi
teploté 120 °C a tlaku 120 kPa, nechame vychladnout.

Nachystame nastroje a pomticky (sklenéna Petriho miska s n¢kolika vrstvami filtrac-
niho papiru zabalena do alobalu) ke sterilizaci. Nechame vychladnout.

Osivo piebereme, odstranime napadena a nestandardni semena (odliSna barvou a tva-
rem), odpocitdme pozadovany pocet + rezerva cca 20 %. Semena dame do nesterilni kddinky,
ptelijeme destilovanou vodou s kapkou detergentu, uzavieme alobalovou f6lii a nechame 1 h
na tfepacce pii 110 rpm a pokojové teploté. Dale jiz provadime veskeré kroky ve flow-boxu.
Osivo scedime, oplachneme sterilni destilovanou vodou, v kadince zalijeme 96% etanolem
a2 minuty protfepavame rucné. Oplachneme a v kadince zalijeme 10% chloraminem
s kapkou detergentu a michame na tfepacce 1 h (110 rpm) pti pokojové teploté.

Sterilni Erlenmayerovy bariky s nakli¢ovacim médiem CO a sterilni vodu pfipravime
do flow-boxu. Osivo ve flowboxu slijeme a tfikrat oplachneme sterilni vodou pfes sitko. Na-
konec osivo vyklepneme ze sitka na sterilni filtra¢ni papir v Petriho misce a nechame
cca 5 minut oschnout. Pinzetou rozmistime semena do Erlenmayerovy banky (po péti seme-
nech na batiku), zavickujeme alobalem a oznacime.

Erlenmayerovy barky se semeny umistime do kultiva¢ni mistnosti na 7-9 dni pfi tep-
loté 22 °C. Prvni 3 dny jsou semena umisténa ve tmé&, poté maji svételny rezim den/noc 16/8.
Po 7-9 dnech naklicovani vyjmeme klicence konopi z ban¢k a sterilnim skalpelem odstranime
koten a délozni listy s vrcholovym pupenem. Déle odfezdvame segmenty hypokotyli
0 délce 0,5-1cm. Z jednoho kli¢ence lze pouzit i vice segmentii. Hypokotyly umistime na
feni kalust na koncich segmenti) ve tm¢ pii teploté 22-25 °C.

Poznamka: Specifikem kliceni osiva konopi je nevyrovnané kliceni semen. To je da-
no pritomnosti semen v rizném stadiu zralosti, coz lze pfebranim osiva eliminovat jen castec-
né. Jedna se o pfirozeny charakter postupného dozravani semen na rostlinach konopi a tedy
jejich rizném stadiu zralosti v dobé sklizn€. Proto je pii vysevu do in vitro podminek nutno
pocitat s vetsi rezervou semen (cca 20 %).

F’;ﬂ'f research

Obr. 1: Idealni vzhled klicicich rostlin konopi pro izolaci segmentt z hypokotylu.



Po cca 14 dnech odtizneme kalusovou hmotu tvofici se na koncich segment hypoko-
tyli a pfeneseme steriln¢ na Cerstvé pevné MSK médium. Pro ziskani dostate¢ného mnozstvi
kalusu je zapotiebi provést min 2—3 subkultivace po 14 dnech (ve tm¢). Nartstajici kalusovou
hmotu je vhodné postupné mnozit rozdélenim do vétsiho poctu banék. Zavadéni kalusu do
tekutého média je mozné nejdiive po dvou tydnech od posledni subkultivace.

Poznamka: V pocatcich tvorby kalusu a nékdy i béhem prvnich subkultivaci je mozno
zaznamenat prorustani kofend. Tyto je nutné pii pasdZzovani peclivé odstrafiovat. Jejich tvorba
postupné vymizi.

aqri
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Obr. 2: Indukce tvorby kalusu na segmentech hypokotylii konopi. A) Segmenty hypokotyl( po 1 tydnu kultivace na
médiu MSK ve tmé. Patrna je vyrazna polarita v produkci kalusu, a to na bazalnim konci segment(. B) V pocatcich tvorby
kalusu i b&éhem prvnich subkultivaci je mozno zaznamenat prorUstani kofend. C) Segmenty hypokotylt konopi pfipravené
k odfezani a pfeneseni vytvofenych kalust na Cerstvé médium. D) Detail kalust po 1. tydnu samostatné kultivace na pev-
ném MSK. E) Kompakini kalusovy Gtvar, ktery je mozno  postupné rozdélit a  mnozit.
F) Sypky kalus zaplfiujici 100ml Erlenmayerovu bariku.
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5. ZALOZENI KALUSOVE KULTURY KONOPIi V TEKUTEM MEDIU

Piedem pfiipravené: Tekuté médium MSK (kap. 2.6), kalusové kultury na pevném
MSK médiu (kap. 3.5).

5.1 Sterilni laboratorni pomticky

a) Spicky (5 ml)
b) Erlenmayerovy bariky 250 ml
c) nerez Izicka s dlouhou rukojeti

5.2 Pristroje a ostatni vybaveni

a) kahan

b) pipetman (5 ml)

c) flow-box

d) vahy (pro navazky cca 10 g + vaha banky)
e) tfepacka s temperovanym inkubatorem

f) susicka

5.3 Ochranné pomticky
Pl1ast, rukavice.
5.4 Postup

Do flow-boxu zapojime vahy a nachystame Si vSechny sterilni pomucky, material a in
vitro kultury.

Prazdnou sterilni 250ml baniku postavime na vahy, a opatrné pomoci 1zicky do ni pie-
mistime kalus. Navazka je £ 10 g. Nikdy nemichame obsah dvou malych ban¢k do jedné sus-
penze, rad¢ji ponechame nizs$i navazku, nez je optimum. Poté pfiddme pomoci pipetmanu
30 ml tekutého MSK. Kalus by nemél byt zcela ponofen, nijak jej neroztirdme ani neroztiepa-
vame v ruce. Baiiku steriln¢ uzavieme a na vicko poznacime pocate¢ni navazku kalusu. Takto
postupujeme dle mnozstvi materidlu ¢i pracovniho zdméru se vSemi baiikkami. Banky s SK
umistime na tfepacku pfi intenzité otacek 80 rpm, aby nedoslo k rozmélnéni SK na piili§ malé
bunééné shluky. Svételny rezim stejny jako pii odvozovani kultury, teplota 22-25 °C, kulti-
vace 14 dnil. Vitalni a proliferujici kalusova kultura je charakterizovéana stabilnim zabarve-
nim a mirnym naristem biomasy. Vstupni test viability (TTC) u takovéto kultury by mél
predstavovat 65 % Zivé rostouci biomasy (Cervené zbarveni) (kap. 6.5). Tato kultura je vhod-
na pro dalsi experimenty, zaloZeni testu na tézké kovy.
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6. TESTY TOXICITY

Piedem pftipravené: Tekuté médium MSK (postup 2.6), piesné definovany zasobni
roztok testované¢ho TK.

6.1 Sterilni laboratorni pomiicky

a) kadinky dle poc¢tu zvolenych testovanych koncentraci + kontrola + mala na roztok TK
b) $picky na pipetovani pro vyménu tekutého média (5 ml)

c) Spicky na pipetovani zasobniho roztoku TK (5 ml)

d) mikrofiltry (0,22 pm) a stiikacka (5 ml)

e) odpadni kadinka na vycerpané médium (750 ml)

6.2 pristroje a ostatni vybaveni

a) kahan

b) pipetman (5 ml)

c) flow-box

d) tfepacka s temperovanym inkubatorem

6.3 Ochranné pomiicky

Dle bezpecnostnich pokynl k danému testovanému TK od vyrobce. Rukavice, laboratorni
plast’.

6.4 Chemikalie

Definovany roztok zvoleného TK, piidava se sterilné¢ do hotového média ptimo pred
zaoCkovanim nebo pridanim kultury.

6.5 Postup vymény tekutého média

Do flow-boxu si nachystame vSechny potfebné pomucky a in vitro kultury. Do malé
kadinky dame sterilné pomoci mikrofiltru odpovidajici objem zasobniho roztoku TK. Do ste-
rilnich kadinek dle poctu variant testovanych koncentraci TK si nachystame tekuté MSK mé-
dium podle pfedem piipraveného rozpisu (planovaného objemu spotfebovaného média) a ste-
rilné pipetujeme prislusna mnozstvi roztoku TK. Promichame a ozna¢ime jednotlivé banky —
varianty. Z banky s kalusovou kulturou odpipetujeme vycéerpané zivné médium a novou $pic-
kou (5 ml) ptidame objem shodny s ptivodnim objemem tekutého média jiz s koncentraci tes-
tované¢ho TK. Barku steriln¢ uzavieme, popiSeme. Dbame na to, abychom pro kazdou kon-
centracni variantu pouzivali c¢istou Spicku. Kultivujeme dle stejnych parametri jako
Vv predeslém kroku.

Poznamka: Volba intervalu pro odbéry vzorku je individualni dle pouzitého typu TK
a koncentrace. V tomto bod¢ je vhodné vychazet z literarnich udaju K pfislusné problematice.
Z experimentalnich zkusSenosti odbéry vzorki zahajujeme 3.-5. den po expozici TK.
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7. TESTOVANI VIABILITY KALUSOVYCH KULTUR PO EXPOZICI
TK POMOCI TTC TESTU VIABILTY

7.1 Laboratorni pomiticky (nesterilni)

a) sitka

b) kadinka na odpadni médium a proplach vzorku (kalust)
c) 1zicka s dlouhou rukojeti

d) pipetmany (pro 5 ml a1 ml)

e) Spicky (5 mlalml)

f) sklenéné kalibra¢ni nadobky — shodny primér a objem

7.2 Pristroje a ostatni vybaveni

a) lednice
b) susicka
C) vybaveni pro obrazovou analyzu, PC

7.3 Ochranné pomiicky
Pl1ast, rukavice.
7.4 Chemikalie

a) KH,PO,

b) Na;HPO,.12H,0

C) destilovana voda

d) 2,3,5-triphenyltetrazolium chlorid (TTC)

7.5 Priprava barviciho roztoku TTC pro testy viability

Priprava pufru pro TTC (tzv. Sorensenuv pufr):
Roztok ¢. 1 4,539 g KH,PO4na 0,5 |
Roztok ¢.2 12 g Na;HPO4.12H,0 na 0,5 |
Roztok ¢.3 50 ml roztoku ¢. 1 + 300 ml roztoku €. 2
Uprava pH na 7,5: pro sniZeni pouZit roztok &. 1, pro zvyseni roztok &. 2.

Priprava vlastniho barviva:
125 ml pufru €. 3
1 g TTC (2,3,5-triphenyltetrazolium chlorid)

Barvici roztok ma byt témér Ciry a bezbarvy. Je nutné jej uchovavat v chladnu a tem-
nu! Barvivo je citlivé na svétlo. I béhem barveni vzorkll uchovavat ldhev v alobalu bez pfistu-
pu ptimého svétla.

7.6 Postup barveni vzorki kalusovych kultur

Pracujeme nesterilné pti béznych laboratornich podminkach. Nachystame si kalibra¢ni
kadinky, do kterych budeme umistovat vzorky z SK. Z kultur Setrné odpipetujeme médium
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a po ukonceni prace jej deponujeme na misté uréeném na pracovisti kK ukladani toxického od-
padu. Obsah banky pfemistime opatrné na sitko a proplachneme pomoci pipety Sorenseno-
vym pufrem. Z proplachnuté kultury odebereme pomoci 1zicky cca 1 g kalusové biomasy
a umistime do kalibra¢ni kadinky. Ptidame barvici roztok TTC tak, aby byla kalusova bioma-
sa zcela ponofena do roztoku. Odebrany vzorek kalusové biomasy ozna¢ime a umistime do
tmy pti pokojové teploté. Z kazdé banky odebirame dva vzorky. Barveni probihd béhem prv-
nich 24 hodin pii pokojové teploté. Vzorky uchovame v lednici, nejdéle vSak 4 dny pted
vlastnim vyhodnocenim (kontrolovat, zda nedoslo k vyschnuti barviciho roztoku). Zbylou
kalusovou biomasu pouzijeme pro stanoveni celkového obsahu TK pomoci piislusnych analy-
tickych metod (ukazatel pro vyhodnoceni akumula¢niho potencialu daného genotypu).

Analyza obsahu sledovanych kovovych elementil je na naSem pracovisti provadéna
pomoci atomové absorpcni spektroskopie (AAS). Vzorky rostlinného materialu jsou vysuse-
ny, homogenizovany. Celkovy obsah jednotlivych prvki je stanoven v mineralizatech ziska-
nych ptfedchozim rozkladem ve smési 65% HNO3 a 30% H,0, v mikrovilnném zatizeni s uza-
vienym systémem rozkladu (Milestone, ETHOS D). Po pievedeni do definovaného objemu je
rozlozeny vzorek analyzovan na dudlnim atomovém absorpcnim spektrometru (SOLLAR M,
Unicam Ltd., Cambridge, U.K.) vybaveném QuadLine (D2) a Zeemanovou korekci pozadi.
Kvalita analyz je ovéfovana pomoci interniho referenéniho materialu IRM UKZUZ, piesnost
metody je zajiSt€éna opakovanym méfenim vzorku se srovnatelnym obsahem sledovaného
prvku. Statistické vyhodnoceni je provadéno pomoci softwaru Statistika 10.

Ve

plant research

Obr. 3: Ukazka vzhledu kalusové kultury po barveni pomoci TTC. Zivé buriky vazi TTC
a barvi se v zavislosti na genotypu Cervené aZ Cervenohnédé. Foto - digitalni aparat
OLYMPUS CAMEDIA C-5060 Wide Zoom.

7.7 Vyhodnoceni viability kalusovych kultur pomoci obrazové analyzy

Viabilita bunék v kalusové kultute in vitro byla vyhodnocena technikou digitalni obra-
zové analyzy (DOA). V nasi laboratofi je pouzivano zafizeni pro digitalni obrazovou analyzu
firmy LIM (Laboratory Imaging Prague, CR). Vzorky kalusi jsou snimany makrooptikou
Navitar (0.58x + 0,25x ptredsadka, prosvétleni, 1/20 s, gain 1.0x), napojenou na barevnou di-
gitalni kameru Nikon DS-5M. Specializovany software NIS-ELEMENTS ver. 3.1.firmy LIM
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je pouzivan K analyze parametru Area, plocha analyzovanych objektd. Detekce je zaloZena na
tvorbé binarni vrstvy (0,1), detekce objektii a méteni, detekce objektli a méfeni. Vysledkem
méfeni je celkova plocha kalusu (celkovy objekt) v kalibraéni kadince a plosny podil karmi-
nov¢ zabarvenych bunék na digitalnim snimku. Méfeni je provedeno v pixelech a vysledky
jsou vyjadieny v procentech. Plosné zkresleni vlivem digitalizace objektu a vyhodnoceni za
téchto podminek je provedeno objektivné a automatizovano prostiednictvim vytvoreného
makra. Digitalni snimky pofizené za identickych podminek jsou uchovany pro ptipadné dalsi
hodnoceni nebo pfeméteni.

aqri
plant research

Obr. 4: Vzorky kalusové kultury konopi po barveni pomoci TTC. A) Kontrola — bez pfidavku As. B) 25uM kon-
centrace As v médiu. Zivé bufiky se barvi ¢ervené (viz $ipka). Odrida FIBROL. 3 dny expozice As. Arsen ve formé
roztoku NaAsOs.

8. SEZNAM R'ESPONZIVN’iCH GENOTYPU KONOPI POUZITYCH
K ODVOZENI KALUSOVYCH KULTUR

Odriidy evropské provenience — BIALOBRZESKIE (FR), FIBROL (FR), KC-DORA (HU),
MONOICA (HU), TYGRA (PL).

9. SEZNAM POUZITYCH SPECIALNICH CHEMIKALII

BAP: Duchefa, Haarlem, Netherlands, k.¢. B0904.0005
NAA: Duchefa, Haarlem, Netherlands, k.¢.N0903.0025
TTC: SIGMA Aldrich, k.¢. T8877

NaAsO,: MERCK, k.¢. 1062771000
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10. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BAP 6-benzylaminopurin

MS Murashige and Skoog médium
NAA kyselina naftyloctova

OA obrazova analyza

SH segmenty hypokotyli

TTC triphenyltetrazolium chlorid
TK tézké kovy

11. SOUHRNNE TABULKY

Ptehled kultur, médii a podminek pii postupu zavadéni kalusovych kultur do tekutého média a testo-
vani toxicity tézkych kovii prostfednictvim vitalniho barveni pomoci TTC.

Tabulka 1:
Kultura Média Podminky Trvani
Kli¢eni CO médium (pevné) Kultiva¢ni mistnost, 3 dny |7-9 dnu
ve tmé, dale osvétleni 40—
70 pmol.m 2.5 'PAR,
19-22 °C
Indukce tvorby MSK (pevné): (MS médi- | Kultiva¢ni box, tma 14 dnti
kalusu um, 5 ml/I KINETIN,
5 ml/l 2,4-D) 22-25 °C
Subkultivace ka- | MSK (pevné): (MS Pieneseni na svétlo — napt. |2-3 x 14 dni
lusi odfezanych | médi-um, 5 ml/| kultivaéni mistnost, osvét-
od hypokotylii, KINETIN, leni
mnoZeni kalusu |5 ml/l 2,4-D) 40-70 pmol.m %5 'PAR,
22-25 °C
Zavedeni kalusi | MSK (tekuté) (MS médi- | Ttepacka, osvétleni 40-70 |10-14 dnd
do tekutého média | um bez agaru, 5 ml/l KI- | pumol.m 25 'PAR,
NETIN, 5 ml/l 2,4-D) ; + |22-25°C
10g kalusu + 30 ml média
Vyména média + | MSK (tekuté) (MS médi- | Trepacka, osvétleni 40-70 |2—4 dny

pridavek TK —
testovani toxicity

um bez agaru, 5 ml/I KI-
NETIN, 5 ml/l 2,4-D) +
pfislusna koncentrace TK

pmol.mfz.sflPAR,
22-25 °C

podle typu TK

Testovani viability
— barveni pomoci
TTC

Roztok barviva TTC +
Sorensentv pufr

BézZné laboratorni podmin-
ky, nesterilni

Bez ptistupu svétla, poko-
jova teplota

24 h

Do doby digi-
talniho zpraco-
vani mozno
uchovat

v lednici max.
5 dnt.
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Tabulka 2:

C0 médium

Slozky média | mg.I™" kult. | Zasobni Postup
média roztok

Ca(NOs), nebo 572 572|g Zasobni roztok dle Knopa (1965):

Ca(NO3),.4H,0 823 8,23 Jednotlivé  chemikalie navaZovat, rozpoustét

KNO3; 143 1,439 Vv malém mnozstvi vody a slévat do litrové odmérné

KCI 71 0,71|g banky. Pfidavame 100 ml na 1 I média.

KH,PO4 132 1,32|9

MgSO, nebo 143 1,43|9

MgS0,.7H,0 294

2,94

Na,EDTA 37,3 7459 FEeEDTA: Chemikalie rozpustit kazdou zvlast, pak

FeSO,.7H20 278 5579 smichat, doplnit do 1000 ml, zahfivat pomalu za
stdlého michani, az je roztok tmavozluty, opalesku-
jici. Nesmi se vafit. Pouziva se 5 ml na 1 litr kulti-
vacniho média.

kyselina nikoti- 0,5 50 |mg |Jednotlivé slozky rozpoustime ve vod¢ a slévame do

nova 100 ml baiiky, doplnime do 100 ml vodou. Vznikne

pyridoxin HCI 0,5 50 |mg |tak zasobni roztok vitamint, ze které¢ho se pouziva

thiamin HCI 0,1 100 |mg |1 mlnal litr kultivatniho média.

sachardza 10 000 Navazi se a prida piimo do kultivaéniho média.

Agar Difco Bac- | 7 000 Navazi se a da se rozvafit do asi polovi¢niho mnoz-

to stvi vody z celkového mnozstvi média.

pH 58 |Upravuje se 1IN KOH.
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Tabulka 3:

MSK médium (upraveno dle MURASHIGE a SKOOG, 1962)

Slozky média | mg.I™" Zasobni Postup
kult. mé- | roztok
dia

NH4NO; 1650 16,5 | g Roztok A

KNO; 1900 19,0 (g Jednotlivé chemikélie navazovat, rozpoustet

CaCl,.2H,0 440 440 |g V malém mnozstvi vody a slévat do litrové odmérné

MgS0,.7H,0 370 379 banky.

KH,PO, 170 1,7 |9

H3BOs 6,2 62 |9

MnSQO,.4H,0 22,3 223 |9

ZnS0,4.7H,0 8,6 86 |mg

Kl 0,83 83 |mg |Jednotlivé chemikalie navazovat, rozpoustét

Na,M00O4.2H-,0 0,25 25 |mg vV malém mnozstvi vody a slévat do 100ml odmérné

CoCl,.6H,0 0,025 2,5 |mg | baiiky. Doplnit vodou do 100 ml, odebrat 10 ml a

CuS0,.5H,0 0,025 2,5 |mg odebranou ¢ast nalit do litrové banky s roztokem A.
Doplnit vodou do 1000 ml a tim se ziska zasobni
roztok makro- a mikroprvku. Pouziva se 100 ml za-
sobniho roztoku na 1litr kultivaéniho média.

Na,EDTA 37,3 7459 Chemikalie rozpustit kazdou zvlast, pak smichat,

FeSO .7H.O 278 5579 doplnit do 1000 ml, zahiivat pomalu za stalého mi-

a2 chéni, az je roztok tmavozluty, opaleskujici. Nevafit!

Pouziva se 5 ml na 1 litr kultiva¢niho média.

kyselina nikoti- 0,5 50 |mg |Jednotlivé slozky rozpoustime ve vod¢ a slévame do

nova 100 ml baiiky, doplnime do 100 ml vodou. Vznikne

pyridoxin HCI 0,5 50 |mg |tak zasobni roztok vitamind, ze kterého se pouziva

thiamin HCI 0,1 100 |mg |1 mlnal litr kultivaniho média.

myo-Inositol 100 1 |9 Rozpustit ve 100 ml vody, do kultivaéniho média
pouzivat 10 ml.

glycin 2 20 |mg |Rozpustit ve 100 ml vody, do kultivaéniho média
pouzivat 10 ml.

sachar6za 30000 Navazi se a prida pfimo do kultivaéniho média.

Agar Difco Bacto | 8 000 Navazi se a da se rozvaftit do asi polovi¢niho mnoz-
stvi vody z celkového mnozZstvi kultivaéniho média.

pH 5,8 |Upravuje se 1IN KOH.
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12. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Metoda odvozeni SK obecné u riznych rostlinnych druhii je jiz pomémé zndma,
nicméné¢ vyrazné mezidruhové i meziodridové rozdily v citlivosti na kultivaéni podminky
vyzaduji individualni feseni specifik kultivace pro dany rostlinny druh/genotyp. Tato metodi-
ka nabizi kultiva¢ni protokol pro plodinu s vysokym fytoremedia¢nim potencialem, jakou je
konopi seté, pro niz efektivni a optimalizovany protokol nebyl dosud v odborné literatute
publikovan. Navic je zde navrzeno vyuZiti tohoto relativné rychlého, technicky nenaro¢ného
a citlivého systému pro testovani vlivu arsenu a dalSich tézkych kovii (,,biotest™).

13. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Uplatnéni metodiky pfinasi optimalizaci in vitro podminek pro vyzkum daného rost-
linného druhu. Metodika je ur¢ena jak pro pracovisté, ktera se zabyvaji teoretickym studiem
problematiky tézkych kovia ¢i dalsich rizikovych prvka a jejich vlivem na rostliny, tak pro
aplikovany zemé&d¢€lsky i environmentalni vyzkum ¢&i pro vyuku studentd v oboru biotechno-
logii, ekotoxikologie apod.

Pfi praci je nutno respektovat piislusné piedpisy pro nakladani s toxickymi latkami
(pro nakladani s vysoce toxickymi latkami a piipravky jsou dany ustanovenimi zako-
na ¢. 258/2000 Sb., o ochrané vetejné¢ho zdravi a o zméné nékterych souvisejicich zakont, ve
znéni pozdéjsich predpist), coz zahrnuje mj. zajisténi bezpecnosti pracovnikii pfi manipulaci
s toxickymi latkami (8koleni bezpe¢nosti prace, pouziti ochrannych pomiticek) a také zajistit
bezpecné ulozeni a likvidaci odpadniho materialu akreditovanou firmou.

14. EKONOMICKE ASPEKTY

Na zavedeni postupi uvedenych v metodice neni tfeba zadnych zvlastnich nékladu
a vybaveni, jednd se o vyuziti klasickych biotechnologickych laboratornich postupii a mate-
rialu. Ekonomicky pfinos pro uZzivatele spociva v moznosti ziskani pomérné rozsahlého
mnozstvi informaci a vysledkil v relativné kratkém case, konkrétné: 1) moZznost rychlého
a sezonng nezavislého otestovani Sirokého spektra vybraného rostlinného materialu, 2) exakt-
ni zvoleni selekéni koncentrace daného prvku pro dalsi experimentalni tcely, 3) moznost
srovnavani ucinku raznych chemickych forem téhoz prvku (vliv speciace na toxicitu, biodo-
stupnost ptipadné akumulaci v rostlinné biomase), 4) urychleni feSeni problematiky dekonta-
minace znecisténych substratt prostiednictvim fytoremediaci. Na zaklad¢é vyse uvedenych
bodu se eliminuji naklady na hledani vhodného postupu.
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