Практичне занятття № 2

Тема: індивідуальні особливості організму та фактори, від яких залежить дія отрути. основні поняття кумуляції та адаптації. методи посилення природних процесів очищення організму та штучної детоксикації вивчення впливу нових сполук на поділ та ріст рослинних клітин (цитотоксичність).
Мета: навчитися досліджувати цитотоксичність органічних та неорганічних сполук на кореневому тесті. 

Обладнання та реактиви: чашки Петрі, розчини досліджуваних сполук, дистильована вода, насіння р. Cucumis sp. (огірок), бинт стерильний, хімічні склянки, лінійка.

Основні теоретичні положення

Рослини – це найбільш зручні індикатори токсичності, тому що вони є первісними ланками трофічних ланцюгів і відіграють головну роль у поглинанні різного роду забруднювальних речовин. Унаслідок цього, за допомогою рослин можна достатньо точно оцінити токсичність різноманітних хімічних сполук, а також екологічну ситуацію на досліджуваній території. 

Сутність ростового тесту полягає в обліку змін показників проростання індикаторної культури, вирощеної на досліджуваних зразках сполук, ґрунту, води, водних витяжок ґрунтів тощо. Цей метод дозволяє оцінити не тільки пригнічуючу дію різних речовин на рослини, але і стимулюючий ефект. 

Перевагу віддають тест-культурам, які швидко проростають та є характерними для даного регіону. Наприклад, у регіонах з дерново-підзолистими ґрунтами в якості тест-культури використовують овес і горох; у регіонах зі степовими ґрунтами – пшеницю, люцерну, боби і квасолю. Найбільш розповсюдженими тест-культурами є пшениця, огірок та салат.
Для вивчення цитотоксичної дії з усіх органів рослини найбільш зручним об’єктом є корінь, адже в ньому всі процеси росту та морфогенезу протікають в «найбільш чистому вигляді».
Вивчення впливу сполук різної концентрації на інтенсивність росту насіння зручно досліджувати в кореневому тесті на паростках р. Cucumis sp. (наприклад, сорт «Конкурент»). 

Схожість насіння – це його здатність давати за певний термін нормальні паростки (в лабораторії) або сходи (в польових умовах). Схожість сильно залежить від умов пророщування і від умов зберігання насіння. Зазвичай схожість виражається у відсотках (відсоток насіння, яке зійшло, від загального числа насіння). 

Енергія проростання – здатність насіння до швидкого дружного проростання. Визначається за кількістю паростків, що мають корінці, довжиною не менше довжини насіння, та гіпокотиль, довжиною не менше ½ довжини насіння.

Гіпокотиль (підсім’ядольне коліно) – ділянка стебла між кореневою шийкою і місцем прикріплення сім’ядолей (рис. 2.1). 
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Рис. 2.1 – Будова молодого проростку квасолі


Досліджувані сполуки можуть пригнічувати процеси, які визначають швидкість росту паростків не в даний час, а через деякий час після початку впливу. Ці процеси відрізняються за чутливістю до досліджуваних речовин. Ріст клітин, що розтягуються та від яких залежить приріст у перший час після перенесення в розчин, малочутливий. А процеси, що проходять у меристемі (поділ клітин і підготування їх до розтягування), навпаки, дуже чутливі, але їх пригнічення позначається на рості паростків після певного часу.

Практична частина

1. Розчини сполук, що тестують, концентрацією 1%, 5% та 10 % додають по 10 мл у чашки Петрі, в яких знаходиться по 20 насінин огірка на двошаровій підкладці з бинта. 

2. Для кожної концентрації та контрольного експерименту (тільки дистильована вода) використовують по дві чашки. 

3. Чашки з насінням витримують за 30 0С у термостаті протягом 72 годин, після чого вимірюють довжину головного кореня, довжину гіпокотиля, та кількість бічних коренів. 

4. Також через 3 доби визначають схожість насіння та енергію проростання.

Під час досліду за можливістю враховують всі фактори для створення рівних умов для всіх досліджуваних елементів (досліди проводять на одній фазі місяця). Інтенсивність росту насіння у розчинах різної концентрації оцінюють у експерименті порівняно з контролем. 

Токсичність визначають за наступною шкалою: 0-20 % пригнічення ростових процесів – відсутність або низький ступінь токсичності; 20,1-40 %  середній рівень токсичності; 40,1-60 % токсичність вище середнього рівня; 60,1-80% висока токсичність; 80,1-100% максимальна токсичність.

Результати заносять в таблицю 2.1 та роблять висновок:

Таблиця 2.1

Результати дослідження цитотоксичності нових сполук

	Сполука
	Довжина головного кореня, мм
	Довжина гіпокотилю, мм
	Кількість бічних коренів
	Схожість, %
	Енергія проростання, %

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	


