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Predhovor

Vyskum metabolizmu a fyziologie rastlin neustalepnealuje, najma z dévodu potreby
zvySovania produkcie rastlinnej biomasy v potrakshze i pre hospodarske a farmaceutické
Gcely. Limitované mnoZzstvo obrabditeej pody (sucho, salinita), rastica environmentalna
z&az v podobe rozSirovania priemyslu (emisie kovoskienikovych plynov) a pod. su
hlavhymi negativnymi faktormi, ktoré vplyvajua nastaa Gzitkovi hodnotu rastlin. Z tohto
doévodu sa metodiky fyziologie rastliti, uz progresivne alebo klasické, vyuzivajua pri giad
odpovedi rastlin na rézne formy stresu $ae objasni mechanizmy tolerancie rastlin
(z&kladny vyskum) a tym zvyiSich produktivitu (aplikovany vyskum).

Tieto ,Navody na cwienia“ prezentuju stitny prelfad bezne pouzivanych metodik i
progresivne metodiky napr. s pouzitim kvapalinoegfomatografie a fluorescémeho
mikroskopu. Jednotlivé udlohy sa selektovali na ad&l vyskumného zamerania Katedry
botaniky PF UPJS v Kosiciach Z'auiska ,stresovej fyzioldgie*. Niektoré Glohy jeeii
mozné vyudi v rdmci predmetu ,Ekolégia rastlin“. Ako modelovastlina pre jednotlivé
tlohy sa typicky pouziva rumaek kamilkovy z dévodu dlhotmej historie jeho vyskumu na
Katedre botaniky PF UPJS a jeho nedaasti na kultivaciu v laboratérnych podmienkach.

Jednotlivé kapitoly prezentuju aj stny vyznam sledovanych parametrov, princip
stanovenia a metabolizmus (vznik alebo odbuUravasigidom nazndit' ich vzgjomny
kontext, ke'Zze stanovenie individualneho parametra nemoéze podkyvSeobecnejSiu
vypoval’ o celkovych piinach a dopadoch pozorovanej zmeny (ale naopake mégkytné
predpoklad pre preverenie hypotézy na urovni inpeltametrov...). Pre hilbSie Stadium
jednotlivych  problematik existuje dostatok kvalithy zahraningch monografii a
pref’adovych (tzv. ,review*Xlankov.

Dakujem Prof. RNDr. Miroslavovi Reakovi, DrSc. za konzultacie k tomuto textu a
recenzentkam Doc. RNDr. Téne Gondovej, CSc. (Katedra analytickej chémie FRSJ
v KoSiciach) a Doc. RNDrCudmile Slovédkovej, CSc. (Katedra fyziologie rastir UK v
Bratislave) za konstruktivne a cenné pripomienkop&ahovej a formalnej stranke.

Autor

v Kosiciach, 26. 9. 2011
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Pouzité skratky a pojmy

Nakd’ko v anglicky pisanej literatire sa bezne uvadzijatky sledovanych parametrov,
napr. enzymov a chemickych latok, uvadzam padhpojmov obsiahnutych v tomto texte.
Podobne sa bezne pouzivaju r6zne iné vyrazy akskfaapr. kit, blank, DW, FW, DM, FM)

a hoci k nim existuju slovenské ekvivalenty, pr@éneduchsiu orientaciu Studentov v anglicky

pisanych textoch uvddzam aj vysvetlenie tychto pejm

AAS — atbmova absoipa spektrometria (Atomic Absorption Spectrometry)

APX — askorbat peroxidaza

AsA — kyselina askorbova (ascorbic acid)

blank — porovnavacia (,slepa®) vzorka, ktora sa pouzisanastavenie nulovej hodnoty
C4H - cinamat-4-hydroxylaza

CAT - katalaza (catalase)

¢. hm. —cerstva hmotnas

DPPH — 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

DW/DM - sucha hmotn@ghmota (Dry Weight/Dry Mass§astejSie sa pouziva DW

¢ — molovy absorgny koeficient fasto oznéovany aj ako extinkny koeficient)

EDTA - kyselina etyléndiamin tetraoctova

eppendorfove skumavky— mikroskiumavky (obvykle s objemom 1,5 ml od firi&gpendorf)
FW/FM - ¢erstva hmotnashmota (Fresh Weight/Fresh Mas&stejSie sa pouziva FW
GPX — guajakol peroxidaza

GR — glutatiéon reduktaza

GSH - redukovany glutatién

GSSG- oxidovany glutation

GST - glutation S-transferaza



HPLC - vysokodinna kvapalinova chromatografia (High-Performanceiquld
Chromatography)

kit — kometné dostupné balenie, obsahujuce vSetky zlozky poé&@re dané meranie

MDA — malondialdehyd

NBT — nitroblue tetrazolium chlorid

pik — ozn&uje chromatografickd vinu (anglicky oztevana ako ,peak”). \@ Obr. 11 a 13
PAL — fenylalanin-amonium-lyaza

POD - peroxidaza (peroxidase), vSeobecné pomenovasue Specifikacie pouzivaného
substratu. Jednotlivé peroxidadzy sa potomcenasobitnymi skratkami (pozri APX a GPX
uvedené vysSie)

PTIO — 2-fenyl-4,4,5,5-tetrametyl-imidazolin-1-oxyl-34d

PVPP — polyvinylpolypyrolidén (v timivych roztokoch sgouziva ako absorbent na
odstranenie napr. fenolovych latok, ktoré by matdktivova’ proteiny)

ROS - reaktivne formy kyslika (Reactive Oxygen Speaigskedy tieZAOS — aktivne formy
kyslika)

S. hm.- sucha hmotndas

SNP - nitroprusid sodny (sodium nitroprusside)
SOD - superoxid dismutaza

TCA — kyselina trichloroctova (trichloroacetic acid)

Tween-20 — beZne pouzivany detergent. Ma podobrnak ako saponaty (zvysSuje
rozpustnos vo vode zle rozpustnych latok, napr. mastnych lkysdebo metyl jasmonétu).

WHO - World Health Organization (Svetova zdravotniokganizacia)

XOD - xantin oxidaza



1. Antioxidacné enzymy

Antioxidatné enzymy su IKicovym néstrojom buniek pre udrziavanie hladiny raadtch
foriem kyslika vo fyziologicky prijatthom rozmedzi. Maju teda vyznam pri regulovani ich
nadprodukcie v stresovych podmienkach (pozri tigsledujucu kapitolu). K hlavnym

antioxida&nym enzymom patria superoxid dismutaza (SOD), &ataela rézne peroxidazy
(Obr. 1).

SOD katalaza peroxidazy

superoxid

OET" 02 T r— H202__"' HEO

NADP/NADPH oxidaza
Xantin oxidaza

Lipoxygenaza Fentonovareakcia
Cyklooxygenaza 2+
Mitochondrialna oxidacna + Fe
fosforylacia Y

L

OH
hydroxylovy
radikal

Obr. 1. Schematické znazornenie tvorby zakladnych forieyslikovych radikalov a
hlavnych enzymov zapojenych v tychto proces@aimps’ou SOD a katalazy vznika ap0

1.1. Stanovenie aktivity superoxid dismutazy

Princip: Superoxid dismutaza (SOD, EC 1.15.1.1) katalyzojemenu superoxidoveho
radikalu na peroxid vodika a kyslik. Existuje vkukkych izoformach, ktoré sa liSia ibnom
kovu ako prostetickou skupinou: v chloroplastochpf@domna FeSOD (evoine najstarSia
skupina nachadzajuca sa aj v prokaryotickych ompaoch) a Cu/zn SOD |II, v
mitochondriach MnSOD (tiez v peroxizdmoch), v cyles Cu/Zn SOD |la NiSOD (v
niektorych prokaryotickych organizmoch, objavena feedavno). Celkova aktivita SOD sa
bezne stanovuje pomocou korre dostupnych kitov. Obvykle je principom stanoseni
inhibicia tvorby superoxidovych ionov generovanyekias oxidacie xantinu xantin oxidazou
(XOD) a tieto superoxidové idony redukuju ,nitrobltetrazolium* na ,nitroblue tetrazolium*-

diformazan. Pritomne#sSOD zniZzuje hladinu superoxidtim klesa aj tvorba spomenutého



diformazan-derivatu. Pre generovanie superoxidupsaZzivaju aj iné principy, napr.
autooxidacia pyrogalolu v alkalickom pH.

Pomdcky hydroponicky pestované rastliny rundaka kamilkového (pre hydroponicku
kultivaciu rastlin pozri ,Navody na ainia z fyzioldgie rastlin“ — R&gak a kolektiv 2009), 3
mM zasobny roztok Cii, automatické pipety, eppendorfove skimavky (1,5 trécie misky

s ticikmi, morsky (inertny) piesok, 50 mM fosfatovy thagi roztok (pH 7), komemy kit na
stanovenie SOD aktivity (napr. firma R&D Europe L tdel’ka Britania), spektrofotometer.
Postup Rastliny rumateka exponujeme medi vo vyslednej koncentracii {#0pocas 24 h.
Potom ich rozdelime na listy a korene, korene dpiéme destilovanou vodou a osuSime
filtracnym papierom. Nasledne pouZijeme pre pripravu ekobiul’ identickli¢éag’ koreia z
réznych rastlin, alebo cely kdrerozdrvime s kvapalnym dusikom a az z tejto hmoty
odvazime alikvotnudag’. V pripade rastlin s menSou biomasou (v zavislosti dzky
kultivacie) je vhodné homogenizavaelé kor#ové systémy (analogicky pracujeme aj s
nadzemnou biomasou). Biomasu potom homogenizujemelgm mnozstvom morského
piesku v chlade podobne ako pri praci so vSetkynrymami (trecie misky ponorené v
plytkej miske sladovou drou) s vyslednym riedenim riedeni 1¢ghm./5 ml fosfatového
timivého roztoku. Centrifugujeme (15 min. pri 4 &5 000 rpm). Pracujeme v chlade a bez
zbytatnych&asovych strarbalej postupujeme pde druhu dostupného kitu.

Poznamka: pre extrakciu enzymov sa do timivych roztokov pvidju rézne latky, ktorych
cielom je udrza funkénog’ extrahovanych proteinovCasto sa pouziva pridavok 1%
(nerozpustného) polyvinylpolypyrolidonu (m/V, t1j.9/100 ml).

VyhodnotenieZmena absorbancidA) v pripade kitu so xantin oxidazou sa sleduje550
nm. Ako porovnavacia vzorka (tzv. blank) sa pougal¢na zmes obsahujluca vSetky zloZzky
kitu vratane supernatantu, ale bez pridania XOD. nastaveni nulovej hodnoty sa do
identickej kyvety pridd XOD a zmena absorbancielsduje poéas 5 minut. Pre vyget %
inhibicie je tiez potrebnd negativna kontrola, &teoreobsahuje supernatant (tu bude teda
narast absorbancie maximalny,dZe v nepritomnosti supernatantu ateda absencie SOD
enzymu bude tvorba superoxidového radikalu maxiajalledna jednotka (1 U) SOD aktivity
sa obvykle definuje ako inhibicia narastu absorleapd danej vinovej ttke o 50 % (presny
spdsob vyp&tu percenta inhibicie je g&xou kazdého komeéného kitu). Statisticky
porovhame (napr. s pouzitim tzv. ,Student’s t-téstyprograme Excel) kontrolné a Cu-
exponované rastliny a vysledky spracujeme do deefipodoby (napr. fcové grafy) s

vyznaenim pripadnych signifikantnych rozdielov (prikladiapitole 8).



1.2. Stanovenie aktivity katalazy

Princip: Kataldza (CAT, EC 1.11.1.6) je tetramér Styrochlypeptidov obsahujuci
porfyrinové jadro s atdmom £e Nachadza sa v réznych organelach, ale nie v aplastoch

a jej hlavnou funkciou v listoch je odburavanie getdu vodika v peroxizOmoch
(fotorespiracia). Je hlavnym enzymom zodpovednymhrabu“ deStrukciu peroxidu vodika
(udava sa rozklad 100 000 aviac molek3OH za sekundu). Jej aktivita sa preto bezne
stanovuje po pridani substratu do r@a zmesi obsahujlcej extrakt proteinov.

Pomd&cky hydroponicky pestované rastliny rundéaka kamilkového, 1mM zasobny roztok
Cd?*, automatické pipety, eppendorfove skimavky (1,5 inkcie misky sitikmi, morsky
(inertny) piesok, 50 mM fosfatovy timivy roztok (pH, 35% HO,, spektrofotometer.

Postup Rastliny rumateka exponujeme kadmiu vo vyslednej koncentracii i@0pocas 3
dni. Potom ich rozdelime na listy a korene a vzongxypravime rovnako ako v
predchadzajucej ulohe. Pre stanovenie aktivity @Agetujeme do 4 ml sklenej kyvety 2,94
ml timivého roztoku a 0,05 ml supernatantu a raakeihajime pridanim 0,01 ml,B..
VyhodnotenieZmenu absorbancie (na zaklade rozkladu peroxidlika) zaznamename pri
240 nm na z&atku reakcie a po minute jej prebiehania. Ako klaa obvykle pouziva dany
timivy roztok. V pripade potreby upravime objem eugatantu alebo peroxidu vodika.
Aktivitu CAT vypocitame s pouZitim moélového abssmgho koeficient = 39,4 mM*.cmi®

a vyjadrime akopmol.min'.g® & hm. apo stanoveni proteinov metodikou ljgod
Bradfordovej (pozri ,Navody na cienia z fyziologie rastlin® — Reégak a kolektiv 2009)
prevedieme na mg proteinov. Statisticky porovnametrelné a Cd-exponované rastliny a

vysledky spracujeme do grafickej podoby.

1.3. Stanovenie aktivity guajakol peroxidazy

V gendmeArabidopsis sa identifikovalo 73 génov pre peroxidazy av geadryZze 138.
Formalne s&ilenia na tri triedy: i) trieda (,class") I: prokawiicky pdvod, intracelularne
odstraiovanie HO,, ii) trieda II: extracelularne enzymy hab degraohg lignin, iii)
extracelularne (sekrétorické) enzymy Ukované do bunkovej steny a/alebo okolitého
prostredia — reaié centrum obsahuje protoporfyrin s Fe. Rastlingabbju peroxidazy
triedy lalll. Trieda Il peroxidaz su bifugké enzymy, vykazujuce dve protichodné
vlastnosti: i) peroxidany cyklus- odstréovanie (redukcia) kD, s pouzitim elektronov z

réznych donorov (napr. fenoly, askorbat) alydroxylovy cyklus- vznik ROS (najma -OH)



z H,0O, (esencialne pre rast = umije Struktdru bunkovej steny, zdrojom elektronoxodika

je auxin alebo iné redukujace molekuly).

Princip: Guajakol peroxidaza (oztavana ako POD, POX alebo GPX, EC 1.11.1.7) vyuZiva
ako donor elektrénov pre rozklad,® fenolové latky (HO, je potom akceptor elektronov,
pricom fenol sa oxiduje a 4, sa redukuje na D). Jej aktivita sa stanovuje s pouzitim
guajakolu ¢-metoxyfenol). Ako substrat pre peroxidazydsesto pouzivaju aj iné fenolové
latky, napr. kyselina kavova alebo chlorogénova.

Poznamka: guajakol ma intenzivnu sladkastunu) preto pri praci dostatoe vetrame
a zasobny roztok gas merania zatvarame.

Pomd&cky hydroponicky pestované rastliny rundaka kamilkového, 3 mM zasobny roztok
Cd* a NP, pomoécky pre pripravu homogenatov (automatickéetip eppendorfove
skumavky, trecie misky $cikmi, morsky (inertny) piesok), 50 mM fosfatovy i roztok
(pH 7), 0,2% roztok kD,, koncentrovany guajakol.

Postup Rastliny exponujeme Cd a Ni v koncentracii pM pocas 3 dni. Homogenaty
pripravime z korgového pletiva rovnako ako v Ulohe 1.1. Pre viasteéanie pipetujeme do
kyvety 3,16 ml fosfatového timivého roztoku, 0,3 @2% HO,, 20 pl guajakolu a reakciu
zahgjime pridanim 20 pl supernatantu. Obsah premeSpreklopenim kyvety a okamzite
zaznamename pm@tocnd absorbanciu pri 470 nm. Po uplynuti jednej mjindpatovne
zaznamename absorbanciu (nérast v dosledku oxidaeigkolu). V zavislosti ak riedenia
vzorky mézeAA prekraiit hodnotu 1, potom nariedime supernatant pred Wastmeranim.
Tymto spésobom stanovime rozpustnu formu PORI'2€ePOD sa vyskytuju aj asociovaneé s
bunkovou stenou, kde katalyzuju oxidaciu lignindvyprekurzorov, je mozné uvedenu
metodiku pouZi aj pre stanovenie viazanej (,oound”) POD. Supemiapo stanoveni Voej
POD vylejeme a opakovane rozpase sediment vo fosfatovom timivom roztoku dovtedy,
kym nebude aktivita nulova. Potom pridame 2 ml INBIC| a nechame v chladke (asi 4
°C) 30 min. Stanovenie realizujeme ako bolo popisarssie.

Vyhodnotenie Ur¢ime rozdiel absorbancii i\in — Aomin @ dalSi vypa@et realizujeme
s pouZitim mélového absampého koeficientu 25,5 mMcm®. Aktivitu vyjadrime ako
umol.mint.mg* proteinov (obsah proteinov stanovime ako bolo gaoy v predchadzajlce;
ulohe). Statisticky porovname Cd- a Ni-exponovaogéeke, rozpustnu a viazani formu POD

a vysledky spracujeme do grafickej podoby s vyeném signifikancie rozdielov (kapitola 8).
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1.4. Stanovenie aktivity askorbat peroxidazy

Princip: Askorbat peroxiddza (APX, EC 1.11.1.11) je pritédmmo vSetkych Zivych
organizmoch (patri do triedy | peroxidaz spomenutygssie). MM afinitu k HO, (jemna
regulacia hladiny bD,;) a uplatiuje sa teda v signalnej ulohe ROS. Nachadza sa v
chloroplastoch (stromalna a tylakoidna), mitochadalr, mikrotelieskach a cytoplazme. Jej
aktivitu mozno stanoviako oxidaciu askorbatu (sledujeme pokles absoibgmc290 nm).
Pomécky hydroponicky pestované rastliny runtaka, 3 mM zasobné roztoky Cra AR,
pomocky pre pripravu homogenatov (automatické pjpeppendorfove skamavky, trecie
misky s t¢ikmi, morsky (inertny) piesok), 50 mM fosfatovy vy roztok (pH 7), 0,5 mM
roztok kyseliny askorbovej, 250 mM roztok®.

Postup Rastliny exponujeme chromu a hliniku v koncentrdd0 puM (tieto kovy maju
vSeobecne nizku toxicitu) pas 5 dni. Korene oplachneme, osuSime &iftyan papierom a
homogenaty pripravime rovnako ako v ulohe 1.1. §temovenie pipetujeme do sklenej
kyvety 2 ml fosfatového timivého roztoku, 0,55 ndlspbného roztoku askorbatu, 0,225 ml
zasobného roztoku peroxidu vodika a reakciu zatdjpridanim 0,225 ml supernatantu.
Pokles absorbancie sledujeme v priebehu 1 mindagn@mename g@tocnu a konénu
absorbanciu.

Vyhodnotenie Ur¢ime rozdiel absorbancii ofin — Ammin @ dalSi vypa@et realizujeme
s pouZitim molového absamého koeficientu 2,6 mMcnit. Aktivitu vyjadrime ako
nmol.min*.mg* proteinov. Statisticky porovhame Cr- a Al-expomu¥aorene a vysledky

spracujeme do grafickej podoby s vyzeaim signifikancie rozdielov (kapitola 8).

1.5. Stanovenie aktivity glutation reduktazy

Princip: Glutation reduktaza (GR, EC 1.8.1.7) je enzymegdmiy pre regeneraciu glutationu,
t.j. pre jeho redukciu (z GSSG na GSH, Obr. 2, piezz Uloha 5.2.). Redukovany glutatién je
potrebny pre fungovanie askorbat-glutationovéhdicylpre syntézu fytochelatinov (Obr. 2).
Aktivitu GR mozno stanovi ako narast absorbancie v dosledku vzniku redukevan
glutationu, ktory reaguje s 5,5 -ditiobis(2-nitesizoovou kyselinou) za vzniku 5-tio(2-
nitrobenzoovej kyseliny).

Pomécky hydroponicky pestované rastliny runtaka, 3 mM zasobny roztok €dpomdcky
pre pripravu homogenatov (automatické pipety, egpdave skimavky, trecie misky
s ficikmi, morsky (inertny) piesok), 100 mM fosfatovymilvy roztok (pH 7,5): zlozky do
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realkénej zmesi pripravime rozpustenim v tomto timivonztoku, konkrétne 1 mM 5,57-
ditiobis(2-nitrobenzoova kyselina), 1 mM oxidovagiytation (GSSG), 0,1 mM NADPH.
Postup Rastliny exponujeme kadmiu v koncentracii 120 pddas 24 h. Korene oplachneme,
osusime filtranym papierom a homogenaty pripravime rovnako akdotie 1.1. (pouzijeme
vSak silnejsi timivy roztok — 100 mM). Pre stanoeepipetujeme do kyvety 0,98 ml roztoku
5,5 -ditiobis(2-nitrobenzoovej kyseliny), 0,98 muztoku oxidovaného glutationu a 0,98 ml
roztoku NADPH. Reakciu zahajime pridanim 0,06 mpesmatantu. Narast absorbancie
sledujeme v priebehu 2 minut pri 412 nm. Zaznameng@iatocnu a konénu absorbanciu.
Vyhodnotenie Ur¢ime rozdiel absorbancii fAin — Aomin @ dalSi vypa@et realizujeme
s pouZitim molového absampého koeficientu 14,15 mMcm™®. Aktivitu vyjadrime ako
nmol.min*.mg* proteinov. Statisticky porovname kontrolné a Cgemované korene a

vysledky spracujeme do grafu s vyZeaim signifikancie rozdielov (kapitola 8).

Cytoplazma Vakuola

= e

/ P +H, 0
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NADP+ NADPH
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DHAE

POX

PROH + H,0,
2HA

NADPH N\ MDAy wi,0 —
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ALY
Asa " B0

Obr. 2. Predpokladany fenol-askorbatovy cyklus detoxifiggeeroxidu vodika v rastlinnych
bunkéach (potl prace Sgherri et al. 2003). PhOH - fenol, Ph@nelovy radikal, POX —
peroxidazy, APX — askorbat peroxidaza, AsA — asapriMDA — monodehydroaskorbat,
MDAR - monodehydroaskorbat reduktdza, DHA - dehgskorbat, DHAR -
dehydroaskorbat reduktdaza, GSH — redukovany glutaGSSG — oxidovany glutation, GR —
glutatién reduktaza, PCs — fytochelatiny.

1.6. Stanovenie aktivity glutation S-transferazy
Princip: Glutation S-transferdzy (GSTs, EC 2.5.1.18)r#aji skupinu takmer 100 réznych

izoenzymov. To nazraje ich vyznamnu ulohu v metabolizme réznych Zivgehanizmov.
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Katalyzuju spojenie atbmu siry glutationu s elelitimou ¢ag’ou molekul r6znych substratov,
tieto komplexy sa potom ukladaju vo vakuoldch. Ketaju tiez GSH-dependentnu
izomerizaciu a redukciu organickych hydroperoxidaeh aktivita je ¢asto spojena
s odpovdou rastlin na rézne abiotické a biotické stresozktdry a zarowe zohravaju
ddlezita ulohu pdas prirodzeného vyvinu rastlin. Ich vyznam v tabeiavoci kovom nie je
jednozné&ne znamy, pozoroval sa vSak narast aktivity GST.mapnadbytku niklu.

Pomécky hydroponicky pestované rastliny runteka, 3 mM zasobny roztok Nia Cd”,
pomocky pre pripravu homogenatov, 50 mM fosfatoinfity roztok (pH 7), 1 mM
redukovany glutation (GSH), 0,5 mM 1,2-dichléro#robenzén (DCNB), 1 mM 1-chloro-
2,4-dinitrobenzén (CDNB).

Postup Rastliny exponujeme kovom v koncentracii 120 pMags24 h. Korene oplachneme,
osusime filtranym papierom a homogenaty pripravime rovnako akdohe 1.1. Realu
zmes obsahujucu supernatant a GSH iniciujeme pgridaDCNB alebo CDNB. Narast
absorbancie sledujeme v priebehu 5 minat pri 345 (BM@NB) alebo 340 nm (CDNB).
Zaznamename B@mtocnu a konénd absorbanciu.

Vyhodnotenie Aktivita GST sa stanovi s pouZitim hodrd8,5 mM*.cni* pre DCNB a 9,6
mM™t.cm® pre CDNB a vyjadri ako nmol.mihmg® proteinov. Statisticky porovname

kontrolné a kov-exponované korene a spracujemedgigl(kapitola 8).

2. Reaktivne formy kyslika

Reaktivhe formy kyslika (anglicky Reactive OxygepeSies — ROS) zaéhaju radikaly s
nesparenym elektronom (typicky superoxidovy anignmadikal Q- a hydroxylovy radikal
‘OH). Patri sem aj peroxid vodika, hoci v chemickamysle slova to radikal nie je.
NajtoxickejSou formou ROS je hydroxylovy radikalpky moze iniciova peroxidaciu lipidov

v membranach (pozri kapitolu 4). ROS sa tvoria getkych aerobnych organizmoch napr.
v miestach prenosu elektronov (mitochondrie a dplasty), ale tiez Specifickymi
enzymami, napr. réznymi oxidazami. Vyskumom sailaiste ROS nie su len negativne
posobiace molekuly, ale reguluju aj expresiu génast (uvdnovanie bunkovej steny),
interakciu s patogénmi a podobne. Nérast ich obsatmesovych podmienkach vSak moéze
prekraiit kapacitu dinnosti antioxidéanych enzymovg¢im sa stavaju vyznamnou §iriou

poSkodenia biomakromolekul a pri dlhodobom pésobérémrti organizmov.
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2.1. Spektrofotometrické stanovenie peroxidu vodika

Princip: Pre spektrofotometrické stanovenie peroxidu vodéxistuje niekdko rbéznych
metdd, napr. reakcia s roztokom TjGlebo KIl, ktoré sa pridaju ku supernatantom, alebo
precipitacia supernatantu s roztokom TigpOa amoniakom a rozpustenie vzniknutej
zrazeniny v HSQO,. Pre optimalizovanie stanovenia peroxidu vodikadnotlivych druhoch
rastlin je preto vhodné najskor porovrigeto metddy (ké€Zze spektrofotometrické stanovenie
dava moznasinterferencie inych latok). Obsah,® v réznych druhoch rastlin sa obvykle
pohybuje v jednotkach az desiatkach pmol na gratheglhmotnosti. Principom stanovenia
je tvorba napr. Zlto sfarbeného komplexu peroxiddika s i6Gnmi titanu.

Pomdcky hydroponicky pestované rastliny rundaka kamilkového (pre hydroponicku
kultivaciu rastlin pozri ,Navody na atenia z fyziologie rastlin“ — Re&ak a kolektiv 2009), 3
mM zasobny roztok Cii, automatické pipety, eppendorfove skimavky (1,5 trécie misky

s ficikmi, morsky (inertny) piesok, 50 mM fosfatovy thgi roztok (pH 7), 0,5% roztok TiGl

v 20% HSQO,, 1 M roztok Kl (pripravuje séerstvy), 5% roztok Ti(SQ.v 20% HSO,, 19%
roztok amoniaku, 2 M roztok 430, sklena kyveta (hribka 1 cm), koncentrovan®

Postup Rastliny rumateka exponujeme roztoku medi v koncentracii 120 pddap 24 h.
Potom rastliny rozdelime na listy a korene,c@m korene opatrne osuSime fillngm
papierom. Zname mnoZzstvo biomasy homogenizujemalgnmmnoZzstvom morského piesku
vo fosfatovom timivom roztoku vo vychladenej treo@igke (vysledné riedenie asi Xghm.
na 5 ml timivého roztoku) a prenesieme do eppengejf skimavky. Vzorky ihn&
centrifugujeme vo vychladenej centrifage (15 min.43C a 15 000 rpm). Niektori autori tiez
uvadzaju pre pripravu homogenatov pouZitie 0,1%okar kyseliny trichléroctovejDalsi
postup zavisi od pouzitej metédy:

1. stanovenie pD, s roztokom TiCJ: ku 1 ml supernatantu pridame 0,5 ml 0,5% roztk

v 20% HSO, (uveden&inidlo je dlhodobo stabiln€), premieSame a opataarrifugujeme
za vysSie uvedenych podmienok. Absorbancia sa npti@10 nm oproti blanku, ktory
namiesto supernatantu obsahuje rovnaky objem fmsfhb timivého roztoku.

2. stanovenie pD, s roztokom KI: ku 0,5 ml supernatantu pridame 1 no#toku KiI,
premieSame a opéatovne centrifugujeme za vySSieemyeth podmienok. Absorbancia sa
meria pri 390 nm oproti blanku, ktory namiesto supé&antu obsahuje rovnaky objem
fosfatového timivého roztoku.

3. stanovenie bD, s roztokom Ti(SG),: ku 1,2 ml supernatantu pridame 0,1 ml roztoku
Ti(SOq4),2 a 0,2 ml 19% roztoku amoniaku. Centrifugujeme,esoatant vylejeme a sediment
rozpustime v 3 ml 2 M 50,. Absorbancia sa meria pri 415 nm (blank 2 MSB)).
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Vyhodnotenie Obsah HO, uréime z kalibréného grafu, ktory pripravime nariedenim
znamych koncentracii z koncentrovaného peroxidukeadd’alej postupujeme rovnako ako
pri vzork&ch (v zavislosti od pouzitej metddy). t&iicky porovname obsah peroxidu vodika

v kontrolnych a kov-exponovanych rastlinach a sgjeroe do grafickej podoby (kapitola 8).

2.2. Spektrofotometrické stanovenie superoxidovéhadikalu

Princip: Superoxidovy radikal (presnejSie superoxidovy aauy radikal) je mozné
kvantitativne nepriamo standvreakciou s hydroxylaminomiim vznika dusitan (nitrit).
Obsah nitritu sa potom kvantifikuje po pridani anifamidu a naftylaminu tzv. Griessovou
reakciou (Obr. 3). Uvedenou reakciou je teda mokwantifikova’ aj dusitan/nitrit (bez
pridania hydroxylaminu). Nak&o obsah nitritu je v rastlinach v prirodzenych poenkach
nizky, skreslenie kvoli obsahu nitritu sa povazzgezanedbat@é, alebo sa do blanku prida
supernatant, ale bez pridavku hydroxylaminu. Olssgleroxidu stanoveny touto metédou sa
pohybuje rddovo do desiatok pg na gram suchej hostitn

Pomocky hydroponicky pestované rastliny runteka kamilkového, 60 uM roztok €y
automatické pipety, eppendorfove skimavky, tredkyns i¢ikmi, morsky (inertny) piesok,
50 mM fosfatovy timivy roztok (pH 7), 10 mM roztokydroxylaminu, 17 mM roztok
sulfanilamidu, 7 mM roztoka-naftylaminu (posledne tri menované roztoky sklachg

v tmavych nadobach so zabrusom a s vynimkou sldfaidu aj v chladrike), dietyléter.

0
HzN_:)S".r
(O
HN_P H,N_© O N--NH, “N 8

Z5 - 5 H
g @\ t NO, — = \©\ > N-~.-NH,
+ H
MH2 N2
sulfanilamid dusitan diazoniovy i6nN-(1-naftyl)-etyléndiamin  ,azo" zéénina

Obr. 3. Mechanizmus Griessovej reakcie: dusitan (nitegguje so sulfanilamidom a N-(1-
naftyl)-etylendiaminom za vzniku ,azo" farbiva s salppnym maximom pri 546 nm.
V pripade pouzitiar-naftylaminu je absogmé maximum pri 530 nmugnaftylamin je mozné
pouzt namiesto N-(1-naftyl)-etyléendiaminu; typické kowkred Griessovetinidlo obsahuje
0,2% N-(1-naftyl)-etyléndiamin dihydrochlorid a 2%ulfanilamid). Upravené pdd
http://en.wikipedia.org/wiki/Griess_test.

Postup Rastliny rumateka exponujeme roztoku medigas 24 h. Vzorky pripravime vo
fosfatovom timivom roztoku rovnako ako v predchgdeej ulohe. K 0,27 ml fosfatového
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timivého roztoku pridame 0,03 ml roztoku hydroxyiama 0,3 ml supernatantu. PremieSame
a po 15 min. priddme 0,3 ml sulfanylamidu a po pedani opi nechame reagovapri
laboratornej teplote 15 min. Pridame 0,3 ml naftjlau a po premieSani apaechame
reagovd 15 min. Na zaver pridame 0,3 ml dietyléteru (vgiake objem reasnej zmesi je teda
1,5 ml, celd reand zmes pripravujeme v 1,5 ml eppendorfovych sklkael). Vysledna
realkéna zmes je svetlo- az tmavoruzovej farby (v zasislod obsahu vytvoreného dusitanu).
VyhodnotenieAbsorbanciu meriame pri 530 nm v sklenej kyvetw@(kpridaniu dietyléteru)
a obsah superoxidudime z kalibr&nej krivky pripravenej s roznymi koncentraciami NaN
(namiesto supernatantu v réakj zmesi). Statisticky porovname obsah superoxidu
kontrolnych a Cu-exponovanych rastlinach a sprawejelo sipcového grafu s vyzianim
signifikancie zistenych rozdielov.

2.3. Histochemicka vizualizacia peroxidu vodika augperoxidu

Princip: Superoxidovy anionovy radikal reaguje so Zltynraitue tetrazolium chloridom
(NBT) za vzniku tmavomodrého nerozpustného formazaReroxid vodika mozno
vizualizova® reakciou s 3,3"-diaminobenzidinom (DAB) za vznikito-hnedého produktu
(Obr. 4). V pripade pouZzitia listov je potrebnéergl prekryv kvoli pritomnosti chlorofylu
odstrani’ ponorenim do vriaceho etanolu (Obr. 4).

Pomocky semena kukurice, Petriho misky, roztoky rdznyctvdw (Cd*, Ni**, CU") s
koncentraciou 1M, laboratérne sklo (kadky a odmerné valce), noznice, 10 mM sodno-
citratovy timivy roztok (pH 6,0) obsahujiuci 6 mM NB 0,1% roztok DAB v 50 mM Tris-
HCI timivom roztoku (pH 3,8), etanol (95%).

Postup Homogénne niekiodnove klicence kukurice predpestované na Petriho miskach
prelozime do vysSich katkek a exponujeme @as 24 h vybranym roztokom kovov (plus
prislusna kontrola bez pridavku kovov, t.j. ibatde@sana voda). Potom odstrihneme plne
vyvinuté listy a umiestnime ich do vysSich valcasi(100 ml), pdom listy neponorime
Uplne do jednotlivych roztokov, zalejeme ich len @scm nad reznu plochu (aby sa
zabezpéil normalny prijem farbiacich roztokov transpirgm prudom do vSetkyclkiasti
listu). Listy nechame pri beznom osvetleni a belspratérnej teplote (~20-25 °C) v tychto
roztokoch 6 — 8 h (pdd druhu rastliny a Struktary listu aj dihSie). Raotodstranime zelené
zafarbenie listov ponorenim do vriaceho 95% etanalpriblizne 10 minut.

VyhodnotenieNa zéklade ziskanych vysledkov (intenzity sfarbepiosudime vplyv r6znych

kovov na tvorbu superoxidového radikalu a peroxiddika.
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Obr. 4. Histochemickavizualizdcia akumulacie superoxidového radikalu éperoxidu
vodika (b) v listoch ryze exponovanej roznym davkaerbicidu fluroxypyr ptas 6 dni
(prevzaté z prace Wu et al. 2010, EcotoxicologylP2t-132). Usgka predstavuje 5 mm.

2.4. Fluorescefina vizualizicia peroxidu vodika

Princip: Modernou metddou pre vizualiziciu pritomnosti peto vodika v pletivach je
pouzitie fluorescetnych farbiv. NajpouzivanejSim je farbivo 2°,7 -darofluorescein-
diacetat (DCF-DA, Obr. 5), ktoré vstupuje do bunie&vyhodou je vysoka cena tejto latky.
Kvantitativne je mozné obsah Bk stanow napr. s pouzitim ,kitu* obsahujuceho
fluorescekiné farbivo ,AmplexRed“. Fluorescencia sa vzdy jedinchSie deteguje
v koraioch, nakdko v listoch je potrebné eliminovautofluorescenciu chlorofylu.

Pomd&cky klicence pSenice, 1, 2 a 4 mM roztok Pb@¥O30 uM roztok DCF-DA v 10 mM
Tris-HCI timivom roztoku (pH 7,4), automatické pipeinkubator, fluorescemy mikroskop
(napr. zn&ky Leica, dostupny na Ustave biologickych a ekat&gch vied, Katedra bunkovej
biologie).

Postup Klicence pSenice exponujeme na Petriho miskach vy$&denym koncentraciam
olova. Po uplynuti expoanéhocasu korene oplachneme v destilovanej vode a poteima
jedince z jednotlivych variantov prenesieme do 80 n@ztoku DCF-DA v 10 mM Tris-HCI
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timivom roztoku. Inkubujeme aspol hodinu pri 25 °C v tme. Nadbytok farbiva potom
vymyjeme aspd 2 x 15 min. v rovnakom timivom roztoku. Pracujemezatemnenej
miestnosti, aby sa eliminovala strata fluoresceffaibiva. Pre vytvorenie prii@ych rezov
listov alebo korgov je mozné fragmenty pletiva fixowa 30% polyakrylamide a narezaa
mikrotdme. Fluorescenciu peroxidu vodika pozorujesiepouzitim vySSie uvedeného

mikroskopu s excitaciou pri 485 nm a emisiou prd 38n. Vhodné je tiez pouznegativnu

kontrolu, napr. inkubaciu vzoriek v 1 mM roztokuskjiny askorbovej (odstiaje peroxid

vodika).

Obr. 5. Vizualizacia HO; s pouzitim DCF-DA farbiva v kot®ch pSenice exponovanej 0
(@), 1 (b), 2 (c) a4 (d) mM olova s 6 dni a s pouzitim fluores¢eého mikroskopu Leica
(prevzaté z prace Yang et al. 2010, Ecotox. Envigaide. 73: 1982-1987).

VyhodnotenieNa zaklade intenzity zafarbenia preparatov poséadiplyv olova na indukciu
akumulacie peroxidu vodika v kdigch.

18



3. Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO) je jednoducha zéinina dusika, ktorej dloha v metabolizme Zivych
organizmov sa skuma relativne kratko (asi od 8Rov@0. storgia, od roku 1992 existuje
Nitric Oxide Society a Specialn§asopis). Zistila sa jeho uloha v mnohych metabgtbk
procesoch, péom jeho @inky mozno vSeobecne charakterizowako pozitivne (exogénna
aplikacia NO v r6znych druhoch rastlin znigle priznaky poskodenia v désledku réznych
stresovych vplyvov). Obsah NO mozno statovdbznymi metodikami, napr. nepriamo
klasickou Griessovou reakciou. Pre vizualizaciu ablos NO bolo vyvinutych niekio

acinnych fluorescegnych farbiv.

3.1. Spektrofotometrické stanovenie oxidu dusnateho

Princip: Nakd’ko NO je reaktivna molekula s kratkou Zivottms (3-5 s), vemi ¢asto sa
jeho obsah stanovuje nepriamo, t.j. na zaklade hnbseho stabilnejSich produktov,
vznikajucich jeho oxidaciou. Jednou z tychto¢aldin je dusitan (nitrit). Princip stanovenia je
teda rovnaky ako v pripade vysSie spominaného &taimep superoxidu (vznik nitritu z
hydroxylaminu), t.j. prostrednictvom detekcie mitriGriessovou reakciou (Obr. 3). Nitrit
vznika aj po aplikécii PTIO (2-fenyl-4,4,5,5-tetratyl-imidazolin-1-oxyl-3-oxid, odstialje
NO), preto sa pri aplikacii tejto latky paradoxraezpruje narast obsahu NO ak sa kvantifikuje
Griessovou reakciou. Uvedené fakty piagkuju vyznam poznania mechanizmu reakcii pre
detekciu akéholivek parametra s diem predpoklada mozné interferencie. Obsah NO
stanoveny touto metodikou vychadza v ruteku nizSi ako obsah superoxidu stanoveny
rovnakymginidlom (Gloha 2.2.) a pohybuje sa v jednotkachgitg. hm.

Pomocky hydroponicky pestované rastliny rundaka, 0,6 mM roztok Al', 50 mM sodno-
acetatovy tlmivy roztok (pH 3,6) obsahujuci 4 % aut zin@gnatého, pomdcky pre
homogenizaciu (automatické pipety, trecie miskigigmi, inertny piesok).

Postup Rastliny rumateka exponujeme na 24 h 0,6 mM roztoku &krstv( biomasu
homogenizujeme v sodno-acetatovom timivom roztoRb (g v5 ml). Alikvotnu ¢ag’
centrifugujeme (15 min. pri 4 °C a 15 000 rpm)uak5 ml supernatantu pridame 0,5 mi
Griessovhatinidla (pripravime zmieSanim rovnakych dielov 17 mdztoku sulfanilamidu a

7 mM roztokua-naftylaminu). PremieSame a vzorky nechame 30 siii.pri laboratérnej
teplote. Absorbanciu meriame pri 530 nm (ako ptipisozsah absorbancii pre detekciu

dusitanu touto reakciou sa udava 520 — 590 nm).
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Vyhodnotenie Obsah NO utfime ako mnoZzstvo dusitanu z kalitmej krivky pripravenej
s rdznymi koncentraciami NaNOStatisticky porovname kontrolné a Al-exponovaastiny
a vysledky spracujeme do grafickej podoby (kapiB)la

3.2. Fluorescexina vizualizacia oxidu dusnatého

Princip: Oxid dusnaty mozno vizualizova pouzitim analégu fluoresceinu podobne ako
v pripade fluorescenej detekcie peroxidu vodika. NajbeznejSie sa preot &el pouziva
farbivo 4,5-diaminofluorescein diacetat (DAF-2DAPrO 6), hoci aktualne sa diskutuje
o Specifickosti jeho &inku (predpoklada sa napr. interakcia s kyselinskoebovou a jej
dehydroderivatmi). Principom pbésobenia je reakd@adjeho derivatov (napr..8s) s tymto

farbivom, ¢im vznikéa vysoko fluoresceny ,triazo“ produkt.

Control Al+SNP

Obr. 6. Vizualizacia NO s pouzitim DAF-2DA farbiva v kdrech rumateka exponovanych
pocas 7 dni 60 UM roztoku Al, AI+SNP (nitroprusid sgila kontrola (,control*) s pouzitim
fluorescedného mikroskopu Leica (Ko¢k et al., nepublikované).

Pomd&cky hydroponicky pestované rastliny rundaka, 6 mM zasobny roztok Al, 20 uM
roztok DAF-2DA v 10 mM Tris-HCI timivom roztoku (pH7,4), automatické pipety,
inkubator, fluorescamy mikroskop uvedeny pri vizualizacii peroxidu viali

Postup Rastliny rumateka exponujeme koncentraciam Al (6-60-600) pocas 24 h. Potom
korene oplachneme v destilovanej vode a poroVnat&dagmenty kongov prenesieme do 20
UM roztoku DAF-2DA v 10 mM Tris-HCI timivom roztokdnkubujeme aspol hodinu pri
25 °C v tme. Nadbytok farbiva vymyjeme agpd x 15 min. v rovnakom timivom roztoku.
Pracujeme v zatemnenej miestnosti, aby sa elimlaowrata fluorescencie farbiva.
Fluorescenciu NO pozorujeme s pouZzitim vysSie uvéde mikroskopu s excitaciou pri 495

nm aemisiou pri 515 nm. Vhodné je tiez pdupozitivnu a negativhu kontrolu, napr.
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inkubaciu vzoriek v roztoku nitroprusidu sodnéhdNES uvdiuje NO) a v roztoku PTIO,
ktory odstrauje NO.
VyhodnotenieNa zaklade intenzity zafarbenia kvoe posudime vplyv hlinika na indukciu

akumulacie NO v rumaseku.

4. Oxidacné poskodenie lipidov

Oxidatn& degradacia lipidov s@&sto oznéuje ako ,lipidicka peroxidacia“ alebo ,peroxidacia
membranovych lipidov*. Principom je atakovanietascov mastnych kyselin, obvykle
nenasytenych mastnych kyselin reaktivnymi formargslika, primarne hydroxylovym
radikalom (Obr. 7), ptiom napr. superoxidovy radikal nie je dosta® &inny na iniciaciu
tohto procesu. Mechanizmus oxid&ého poskodenia lipidov prebieha formalne v troch
stupioch: 1. iniciacia (hydroxylovy radikél ziskava atdrmdika z mastnej kyselinyim
vznika radikal mastnej kyseliny), 2. Sirenie/prg@eia (adicia kyslika na radikal mastnej
kyseliny, ¢im vznika peroxo-radikal a tento ziskava atom vadikiného réazca mastnej
kyseliny za vzniku peroxidu na jednomtaeci a radikdlu na novom ti&zci), 3.
ukortenie/terminacia nastava, ak spolu reaguju dva éxilalebo ak atdm vodika poskytne
latka, ktora je v stave radikalu menej toxicka m&yselina askorbova je v oxidovanom stave
prakticky nereaktivna a rychlo sa regeneruje askeghutationovym cyklom). Iniciaciu

peroxid&ného procesu moéze inhibavaapr. vitamin E.

R R

H,0
Y + "oH —L /" radikal kyseliny
H Iniciacia .
nenasytena kyselina 0,
Propagacia
R
¥ s + i
DOH H oo"
peroxid kyseliny peroxo-radikal

Obr. 7. Generalizovany model peroxidacie membranovychldipi
(zdroj: http://en.wikipedia.org/wiki/Lipid_peroxidan).
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4.1. Stanovenie malondialdehydu

Princip: Malondialdehyd (MDA, Obr. 8) je hlavny degr&dg produkt polynenasytenych
mastnych kyselin (pravdaze vznik& aj mnoZstvo inghoritnych aldehydov). MDA je
reaktivna zldenina, ktora méze atakavaapr. dusikaté bazy v DNA. Je majoritnou latkou,
ktora reaguje s kyselinou 2-tiobarbiturovou (TBA)peeto sa stanovenie MDA presnejSie
ozn&uje aj ako ,TBARS* (Tio-Barbituric Acid Reactive 8stances). Obsah MDA sa bezne
prezentuje ako parameter ,sily“ testovaného strélsov vplyvu. Obsah TBARS sa
v kontrolnych rastlindch pohybuje radovo v pmdlsgy hm. Je tieZ nutné poznaménze od
zavedenia tejto metodiky (r. 1968) vznikli rézne difixacie, napr. korekcia na obsah
antokyanov, ktoré tiez mézu reag6\aTBA a tym zvySowaobsah MDA (napr. v rastlinach
cervenej kapusty). Preto je potrebné pri pouzithogom rastlinnom objekte porouwhadzne

spbsoby stanovenia.

o OH Obr. 8. MDA existuje vcis atrans forme,trans forma
W je beznejSia vo vodnych roztokoch (prevzaté z
http://en.wikipedia.org/wiki/Malondialdehyde).
@) O
W

Pomocky hydroponicky pestované rastliny runaka, 120 uM roztok Ci, 0,1% roztok
kyseliny trichléroctovej (TCA), 0,5% roztok kyseyi 2-tiobarbiturovej v 20% TCA (pre
rozpustenie TBA je potrebné mierne zahriyautomatické pipety, trecie misky igikmi,
inertny piesok, eppendorfove skamavky, sklené skikya

Upozornenie: pracujeme Vv chirurgickych rukaviciach a dosta vetrame, k&Zze TBA
drézdi @i, dychacie cesty a pokoZku.

Postup Rastliny rumateka exponujeme roztoku medigas 24 h. Zndme mnozstvo biomasy
homogenizujeme v trecej miske s malym mnozstvonmrtngbo piesku v 0,1% roztoku
kyseliny trichléroctovej (0,2 ¢. hm./2 ml). Centrifugujeme (15 min., 20 °C, 15 @) a
0,5 ml supernatantu prenesieme do sklenenej skomB&vidame 1,5 ml roztoku TBA v TCA,
skimavku zakryjeme kuskom alobalu a zahrievame otnam kupeli alebo v suSiarni 20
min. pri 90 °C. Potom skumavky prudko ochladime grenim do vody dadovou drou.

Vzorky centrifugujeme a po zohriati na laboratétaeplotu meriame absorbanciu pri 532 nm
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(komplex MDA-TBA) a 600 nm (korekcia neSpecifickérmikalu). Blank (namiesto
supernatantu pouzijeme rovnaky objem 0,1% roztaBA)Tinkubujeme spolu so vzorkami.
Vyhodnotenie Obsah MDA resp. TBARS &ime ako rozdiel absorbancies# — Asoo S
pouZitim moélového absotpého koeficientu 155 mMcm™. Vysledky na zaklade zndmeho
riedenia vyjadrime ako pmot'g. hm. a v pripade stanovenia percenta susiny pitpoe na

g s. hm. {o je fyziologicky presnejSie, K&e rozne stresové vplyvy obvykle zniZzuju obsah
vody v pletive). Statisticky porovname obsah MDAkentrolnych a Cu-exponovanych

rastlinach a spracujeme ddpstového grafu s vyziganim signifikancie zistenych rozdielov.

4.2. Stanovenie konjugovanych diénov

Princip: Konjugované diény su Struktury v ramctagca uhlikov, ktoré obsahuju dve dvoijité
vazby oddelené jednoduchou vazbou. Typicky vznilglataku hydroxyloveho radikalu na
retazec polynenasytenej mastnej kyseliny (obsahuju@ajero dvojitych vazieb)¢im sa
uvolni vodik a vytvoreny radikal mastnej kyseliny madenciu stabilizowasa preskupenim
vazieb; tym sa do kontaktu na vzdialengsdnej jednoduchej vazby dostanu dve dvojité
véazby (Obr. 9).Dalsi mechanizmus poskodenia je uz rovnaky, ako bekdené v Obr. 7
(vznik peroxo-radikélu po adicii kyslika). Vznik kjpigovanych diénov teda predstavuje prvy
krok oxidaného poskodenia lipidov. Nie vSetky konjugovanéndiéu Skodlivé, naprs-

karotén je z chemickéhd'&diska konjugovany polyén.

14 1 8 5
kyselina arachidénova WWCOZH
uvolnenie iénu vodika l OH-

nespareny elektrén na C13 C5H11W(CHZ)3C02H
13

preskupenie retazca l
1

1
konjugovany dién C5H1/w \/ \/ \(CHZ)SCOZH

Obr. 9. Schéma vzniku konjugovaného diénu vazci kyseliny arachidonovej (upravené
z prace Taylor et al. 2004, J. Exp. Bot. 55: 1-10).
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Pomd&cky rastliny rumatieka exponované medi ako bolo uvedené v predchamgajibhe,
pomdcky ku priprave homogenatov (pipety, treciekgisnertny piesok), metanol, EDTA,
chloroform, NacCl.

Postup Zname mnozstvo biomasy homogenizujeme v trecekens malym mnoZzstvo
morského piesku s pridavkom 3 ml metanolu, 100 @gA; 3 ml chloroformu a 3 ml 5 mM
EDTA v 1% roztoku NaCl. Alikvotnucas prenesieme do sklenych skumaviek a
centrifugujeme 10 min. pri 4°C a 4 000 rpm. Pot@ckloroformova frakcia odpari do sucha
v prostredi M a suchy zvySok sa rozpustéigtom metanole. Absorbanciu meriame v sklenegj
kyvete pri 234 nm (metanol ako blank).

VyhodnotenieVysledky sa na zaklade znameho mnoZstva biomasgkinej zmesi vyjadria
ako absorbancia’ge. hm. Statisticky sa porovna obsah konjugovanyénaii v kontrolnych

a Cu-exponovanych rastlinach a spracuje sa do grejang&enim signifikancie rozdielov.

4.3. Stanovenie aktivity lipoxygenazy

Princip: Lipoxygenazy (LOX, 1.13.11.12) katalyzuju oxygeingaolynenasytenych mastnych
kyselin za vzniku lipohydroperoxidov (posobia agglly ako napr. hydroxylovy radikal,
Obr. 7). Vyskytuju sa v rastlinach, Zitichoch i hubach. Potvrdila sa ich Gloha v senesienc
v odpovediach na sucho a napadnutie patogénmi.l8fokymi enzymami pri biosyntéze
napr. kyseliny jasmonovej v rastlinach a prostagilaov v Ziva@&ichoch. Aktivitu LOX je
mozné stanovi ako zmenu absorbancie pri oxidacii kyseliny limaoeej (v aradbkovke
exponovanej kovom sa ukazala ako vhodnejSi subsprétovnani s kyselinou linolovou).
Pomdcky rastlinyArabidopsis thaliangestované hydroponicky, 5 mM z&sobné roztok$’ Cd
a CU#*, pomdcky na pripravu homogenatov, 0,25 mM kysdimalénova a 0,25% Tween-20
v 0,2 M citrat-fosfatovom timivom roztoku (pH 8)0Q mM fosfatovy timivy roztok (pH 7) s
1 % (m/V) nerozpustného polyvinylpolypyrolidonu.

Postup Dostat@éne vé’ké rastliny arabkovky exponujeme kadmiu a medi ndemtracii 5

a 50 uM pdas 24 h. Potom korene oplachneme vodou, osuSitr&riym papierom a znamu
biomasu homogenizujeme v 100 mM fosfatovom timivomatoku (0,5 gé. hm./2 ml).
Centrifugujeme v chlade. Pre reakciu pipetujeme kgwety 2,4 ml vySSie uvedeného
zasobného roztoku kyseliny linolénovej a pridamk ) supernatantu. Zmenu absorbancie
sledujeme pri 234 nm pas 2 minut (blank namiesto supernatantu obsahujgy teivy

roztok).
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VyhodnotenieAktivitu LOX vyjadrime akoAA.min.mg* proteinov. Statisticky porovname
vplyv Cd a Cu a ich réznych koncentracii na zmehktividy. Vysledky spracujeme do
grafickej podoby.

5. Antioxidanty a antioxidacna aktivita

Antioxidanty su nizkomolekulové latky, ktoré posmhproti oxid&nym procesom, ateda
eliminuju pésobenie ROS. K najvyznamnejSim antiartdm patria napr. kyselina
askorbova, tokoferoly (vitamin E), glutation a fen@ latky (hlavne flavonoidy a niektoré
derivaty kyseliny Skoricovej). Pri ich antioxitteom pdsobeni prechodne vznika radikal,
ktory je regenerovany naslednymi enzymatickymi cgaki (napr. glutation-askorbatovym
alebo fenol-askorbatovym cyklom, Obr. 2) a za ol podmienok tieto radikaly
antioxidantov nie su toxické. Spolu s antioXiagmi enzymami predstavuju antioxidanty
komplex navzajom prepojenych procesov a tvoriavaktiobranu buniek o pésobeniu
kyslikovych radikalov.

5.1. Stanovenie kyseliny askorbovej

Princip: Kyselina askorbova (ascorbic acid, AsA) je&ininym donorom elektronov
av oxidovanom stave (po odovzdani elektronu) |datinme nereaktivna (vznika
dehydroaskorbat, DHA). Kombinacia nadbytku askart@vd’nych ibnov kovov viak méze
stimulova’ pro-oxid&né &inky tejto latky. V tejto Ulohe popiSem stanovenfsA
spektrofotometricky. Obsah AsA je tiezZ mozné stanswpouzitim HPLC.

Pomocky rastliny rumateka exponované 60 uM roztoku dpomécky na pripravu
homogenatov (pipety, trecie misky, inertny pies@@h a 10% roztok kyseliny trichléroctovej
(TCA), 150 mM fosfatovy timivy roztok (pH 7,4) obsajuci 5 mM EDTA, 10 mM roztok
ditiotreitolu (DTT), 0,5% roztok N-etylmaleimidu,4% kyselina fosforéna, 5% dipyridyl
(bipyridin) v 70% metanole, 3% roztok FeCl

Postup Rastliny rumateka exponujeme kadmiu 3-7 dni. Zname mnoZzstvo Bgri@5 oc.
hm.) homogenizujeme v 3 ml 5% TCA a centrifugujeb®emin. pri 20 °C a 15 000 rpm.
Celkové mnozstvo askorbatu (suma AsA + DHA) satan reaknej zmesi obsahujucej 0,2
ml supernatantu, 0,5 ml 150 mM fosfatového timivébetoku s EDTA a 0,1 ml roztoku DTT
(redukuje DHA na AsA). Po 10 min. sa do r&adj zmesi prida 0,1 ml roztoku N-
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etylmaleimidu (odstrguje nadbytok DTT). Obsah vlastného askorbatu ssostar rovnakej
reakinej zmesi, avSak namiesto DTT a N-etylmaleimidypida 0,2 ml deionizovanej vody.
Zafarbenie realnych zmesi v oboch sériach sa dosiahne po priddnin010% TCA, 0,4 ml
roztoku kyseliny fosfor@ej, 0,4 ml roztoku dipyridylu a 0,2 ml roztoku HeCReakna
zmes sa inkubuje 40 min. pri 40 °C. Absorbancimeaa pri 532 nm.

Vyhodnotenie Obsah celkového askorbatu (AsA+DHA) a askorbatsA)Asa uki z
kalibratnej krivky pripravenej so znamymi koncentraciamsélny askorbovej. Na zéklade
znameho riedenia pregitame obsah na jednotku hmotnosti. Z rozdielu catko askorbatu

a vlastného askorbatu je tieZ mozné&tupbsah oxidovaného askorbatu (DHA). Statisticky sa
porovna obsah v kontrolnych a kovom-exponovanydilirich a spracuje sa do grafu s

vyznaenim signifikancie rozdielov.

5.2. Stanovenie redukovaného glutationu

Princip: Glutatién (tripeptid pozostavajuci z aminokysel@iu-Cys-Gly) sa vyskytuje v
redukovanej forme (formalne ozimwvana GSH), ktora ma antioxiteé &inky av
oxidovanej forme (ozri@vanej ako GSSG). Konverziu GSSG na GSH zaliegpeenzym
glutatién reduktaza (Gloha 1.5.). Pre funi antioxid&nu ochranu je pretorkicova hladina
redukovaného glutationu. Tento mozno statiélviorometricky po reakcii s-ftalaldehydom.
Pomocky hydroponicky pestované rastliny runteka, 60 pM roztok Cd, pomocky ku
priprave homogenatov (pipety, trecie misky, piesakhomogenizaciu), 100 mM fosfatovy
timivy roztok obsahujaci 5 mM EDTA (pH 8), 25% roktkyseliny meta-fosfokaej, 0,1%
roztok o-ftalaldehydu.

Postup Rastliny rumateka exponujeme @as 24 h roztoku kadmia. Potom korene
oplachneme destilovanou vodou, osuSime &ityan papierom a znadme mnoZzstvo biomasy
(0,5 g) homogenizujeme v 100 mM fosfatovom timivesatoku s obsahom EDTA (3 ml) a
priddme aj 1 ml kyseliny fosfo¢aej. Centrifugujeme 30 min pri 10 000 rpm. K 0,1 ml
supernatantu pridame 1,8 ml vysSie uvedeného tmoiveoztoku a 0,1 ml roztokw-
ftalaldehydu. PremieSame a po 15 min. zmeriamenaitie fluorescencie pri 420 nm (s
excitaciou pri 315 nm).

Vyhodnotenie Kalibratnt krivku pripravime nariedenim réznych koncenfrdammegne
dostupného GSH vo fosfatovom timivom roztokdiadej pracujeme ako so vzorkami. Obsah
GSH vyjadrime ako pgly¢. hm., Statisticky porovndme obsah v kontrolnychCd-
exponovanych kotmch a vysledky spracujeme do grafickej podoby (kdgi8).
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5.3. Stanovenie antioxidénej aktivity

Princip: Stanovenie celkovej antioxitlaej aktivity dava predstavu o mnoZstve
antioxida&nych latok, teda reddke aktivnych latok, ktoré su schopné pésqgmioti pro-
oxida&nym latkam (najma radikadlom). Tato metdda ¢ssto pouziva na kvantifikovanie
antioxida&nej sily daného extraktu (napr. ovocia aleboiVigch rastlin) a vysSia antioxidaa
aktivita teda odraza vysSi reduy potencial. NajbeznejSie pouzivanou metddou pte t
stanovenie je reakcia s 2,2-difenyl-1-pikrylhyddany (DPPH), ¢o je stabilny radikal (v
roztoku metanolu fialovej farby), ktory sa po znaieEs latkou poskytujucou atdm vodika
(teda reduéne aktivne latky ako kyselina askorbova, fenolybaleedukovany glutation)
meni na redukovanu formu (a straca sa fialové kafae, Obr. 10). Pre &gnie aktivity sa
obvykle pouZiva kalibrkany graf pripraveny s r6znymi koncentraciami troloxderivat

vitaminu E).
? O
- / H
OzN N—N nﬂn—@u—u
. O .. e
radikal (oxidovana forma) DPPH neradikal (reduko& forma) DPPH

Obr. 10. Strukttra DPPH (prevzaté z prace Molyneux 2004 g8lamakarin J. Sci. Technol.
26: 211-219).

Pomocky rastliny rumatieka exponované 60 pM roztoku upomécky ku priprave
homogenatov (pipety, trecie misky, piesok na homageiu), 50% metanol, pracovny roztok
DPPH (1 mg v 25 ml metanolu dava maximalnu mozreodianciu 0.9 — 1), 200 uM roztok
troloxu pre zostrojenie kalib¢aej krivky (1 mg v 20 ml 50% metanolu).

Postup Rastliny rumatieka exponujeme @as 7 dni roztoku medi. Potom zndme mnoZstvo
biomasy homogenizujeme v 50% metanole a centrirgaj15 min. pri 20 °C a 15 000 rpm.
Pre stanovenie absorbancie (pri 517 nm) pipetujdmé&yvety 0,1 ml supernatantu a 1 ml
pracovného roztoku DPPH. Kyvetu utesnime parafiim@by sa neodparoval metanol)
a pokles absorbancie sledujemeagm 30 min, potom dime rozdielAA = Aomin — Asomin
Pokid sa po 30 min. pozorujdA vysSia ako 0,7 (teda supernatant obsahujéa ve

antioxidantov), potom nariedime supernatant (poklesorbancie je linearny v rozsahA =
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0,1 — 0,6). Pre zostrojenie kalibreej krivky pipetujeme 0,01 — 0,1 ml zasobného rkato
troloxu, pridame 1 ml pracovného roztoku DPPH aiame rovnako ako pri vzorkach.
Z kalibratnej krivky vyberieme linearnu oblagAA = 0,1 — 0,6).

Vyhodnotenie Z kalibrainej krivky na zaklade zisteného rozdielu absorbarcha zaklade
znameho riedenia reékej zmesi wime antioxidanu aktivitu ako mM ekvivalenty troloxu
na gramé. hm. (pripadne pregiame na g s. hm.). Statisticky porovname aktiwitu
kontrolnych a Cu-exponovanych rastlinach a vytvergrafické zobrazenie.

6. Fenolovy metabolizmus

6.1. Stanovenie aktivity cinamat-4-hydroxylazy metdou HPLC

Princip: Cinamét-4-hydroxylaza (C4H, EC 1.14.13.11) katajgzadiciu —OH skupiny na
kyselinu Skoricovu, za vzniku kyselimptkumarovej. Jej pésobenie teda nadvéazuje priamo na
enzym fenylalanin-amonium-lyaza (katylyzuje preméenylalaninu na kyselinu Skoricovu,
pre jej stanovenie pozri ,Navody na ¢&snia z fyziologie rastlin® — Regak a kolektiv 2009) a
spolu predstavuju zéklad biosyntézy derivatov kpgelSkoricovej. Pbsobenie C4H je
nevyhnutné napr. pre biosyntézu flavonoidov a prasov ligninu (kyselingp-kumarova sa
pritom modifikuje na kyseliny ferulovd a sinapovURpktivitu C4H moZzno stanovi
spektrofotometricky aj pomocou HPLC (presnejSiadda}, ako tvorbu kyseling-kumarovej

z kyseliny Skoricovej (CA). Je nutné zdoéraznie okrem CA-inkubovanych vzoriek je
potrebné paralelne pripravaj CA-neinkubované vzorky (K&e rastliny prirodzene obsahuju
volna kyselinup-kumarova).

Pomocky rastliny rumaneka exponované pas 24 h 120 uM roztoku €y pomécky ku
priprave homogenatov (pipety, trecie misky, piesakhomogenizaciu), 50 mM Tris-HCI
timivy roztok (alebo 50 mM fosfatovy timivy roztolgbsahujici 1 mM EDTA (pH 7,4), 2
mM roztok NADPH, 1 mM roztok kyseliny Skoricovejs% roztok CECOOH, izokraticky
HPLC systém (15% acetonitril ako mobilna faza)eleta pri 314 nm.

Postup Rastliny rumatieka exponované pas 24 h 120 uM roztoku Cu a prislusné kontrolné
rastliny rozdelime na listy a korendalej pracujeme len s kami. Tieto oplachneme
destilovanou vodou a osusime fittngm papierom. Homogenizujeme 0,5.ghm. v 2,5 ml
timivého roztoku. Centrifugujeme a ku 0,4 ml sugeamtu pridame 0,2 ml roztoku kyseliny

Skoricovej a 0,2 ml roztoku NADPH. Inkubujeme 30ndti pri 37 °C a reakciu ukdime
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pridanim 0,2 ml 25% GEOOH. Paralelne pripravime ,kontrolné* vzorky (tjamiesto
kyseliny Skoricovej pridame destilovani vodu). Obshkyseliny p-kumarovej ugime
izokratickym HPLC systémom s 15% acetonitrilom akwbilnou fazou (kyselingp-
kumarova sa v chromatograme objavuje skér ako kys&koricova).

VyhodnotenieObsah CA-neinkubovanych vzoriek odftame od CA-inkubovanych vzoriek
a aktivitu enzymu wime ako nmomin™.g* & hm. na zaklade riedenia réalkj zmesi a vo
vztahu ku ploche ,piku* Standardu kyseling-kumarovej (1 mg/100 ml). Statisticky
porovname Cu-inkubované a Cu-neinkubované vzorkyskedky spracujeme do grafickej

podoby (kapitola 8).

6.2. Stanovenie aktivityg-glukozidazy

Princip: Enzym p-glukozidaza (EC 3.2.1.21) ma Siroké uplatnenie etabolizme rastlin,
nakd’ko hydrolyticky uvdmnuje glukdzu z ré6znych substratov za vzniku glukézyrislusného
aglykonu. Prikladom moze Bywznik herniarinu z glykozidického prekurzora ((doB.4.),
alebo uvdnenie cytokininov z prislusnych gluko-konjugatokaAsubstrat pre stanovenie jej
aktivity sa najastejSie pouzivp-nitrofenyl$-D-glukopyranozid (alebo jeho-derivat).
Pomd&cky rastliny rumatieka pestované v pdde, pomocky na pripravu homogerigipety,
trecie misky, piesok na homogenizaciu), extrgktimivy roztok (25 mM Tris-HCI, 5 mM
MgCl,, 1 mM EDTA, pH 7,5), citrat-fosfatovy timivy roztq20 mM kyselina citronova a 60
mM NaH,PQO,, pH 5,5), 20 mM roztok-nitrofenyl-u-D-glukopyranozidu, 2 M N&Os.

Postup Listy rastlin rumateka pomocou jednoduchého rozprafavgostriekame s 2%
roztokom C@" (asi 10 ml na rastlinu). Po niglkg/ch hodinach zmu rastliny jemne vadr(a
vykazova priznaky lokalnej nekrézy. Vtedy listy odstrihnem& znamu navazku
homogenizujeme v extrakom timivom roztoku (0,2 g.hm./2 ml). Centrifugujeme v chlade
15 min. pri 15 000 rpm. Ku 0,02 ml supernatantame 0,28 ml citrat-fosfatového timivého
roztoku a 0,1 ml roztokup-nitrofenylw-D-glukopyranozidu. Inkubujeme 1 h pri 30 °C
a reakciu uko&ime pridanim 0,6 ml roztoku MNaOs;. Absorbanciu uvinenéhagp-nitrofenolu
meriame pri 405 nm.

Vyhodnotenie Aktivitu p-glukozidazy vyjadrime kil jednoducho ako hodnotu zistenej
absorbancie (&g alebo v jednotkach aktivity ,U.mbproteinov*, préom 1 U definujeme
napr. ako zmenu absorbancie s hodnotou 1 na mgipoat pre zistenie rozdielu absorbancii
zaznamename hodnotu absorbancie naéiatkar a konci inkubacie, obsah proteinov

Vv supernatante time metdédou pdi Bradfordovej (pozri ,Navody na @&énia z fyziologie
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rastlin“ — Repak a kolektiv 2009) a na zaklade znameho riede@kmej zmesi prevedieme
zmenu absorbancie na 1&g hm. a vydelime @enym obsahom proteinov (vyjadreny ako
mg.g* & hm.). Vyjadrenie na mg proteinov je presnejsile v dosledku vadnutia listov
akutnym Cu stresom sa moze meaj obsah vody. Statisticky porovname kontrolnéua C

o3etrené rastliny a spracujeme dpaivého grafu.

6.3. Stanovenie fenolov viazanych na bunkovu stenu

Princip: Fenoloveé latky, napr. fenolové kyseliny (derivi&iseliny benzoovej a Skoricovej) sa
okrem ich pritomnosti v metanole-rozpustnej fraKeol'né latky) mézu viazadaj vo forme
esterov na bunkovu stenu (latky v metanole nerdmglisTieto estery sa tiez mézu medzi
sebou spoii éterovou vazbou. Tento mechanizmus esterifikaéieafikacie umo#uje vznik
ligninu-podobnych polymérov¢im vznikaju vazbové miesta pre depoziciu ligninov v
matrixovych polysacharidoch. Vyznam tohto proceaupsedpoklada najma v primarnych
bunkovych stenach a esterifikacia i lignifikacia tesla povazuju za synergické procesy.
Zvysena esterifikacia v stresovych podmienkach lkgres narastom ligninu a ma za Itie
vytvorit’ napr. mechanickd bariéru iqorieniku patogénov. ZlozZenie latok v esterovektii

je rézne v roznych druhoch, typicky dochadza k ewg} esterifikacii prekurzorov ligninu,
ale zaznamenali sa aj iné latky, napr. kyselinagkatechova alebo vanilova. V kdach
rumarteka sa tiez vyrazne (a dominantne) akumuluje kyaekavova v esterovej frakcii.
Sumu fenolov viazanych na bunkovu stenu stanovime&tsofotometricky s pouzitim Folin-
Ciocalteucinidla a obsah kyseliny kdvovej kvantifikujeme paroo HPLC.

Pomécky hydroponicky pestované rastliny run¢aka, pomocky na pripravu homogenéatov
(pipety, trecie misky, piesok na homogenizaciufo8fetanol, 1 M NaOH, 2 M HCI, Folin-
Ciocalteucinidlo (2 N), 2% NaCOs;. Na HPLC stanovenie potrebujeme Standard kyseliny
kavovej (1 mg/100 ml), izokraticky HPLC systém s Wdtektorom a ako mobilnu fazu
pouzijeme zmes voda/acetonitril/FOOH (v pomere 19/80/1, V/VIV), na separaciu
posta&uje kratka chromatograficka koléna (SGX C 18, 7 4,150 mm).

Postup Rastliny rumateka exponujeme gas 7 dni dusik-deficitnému roztoku s pridavkom
60 uM Cd®*. Potom korene vysusime a homogenizujeme s 80%nuleta. Centrifugujeme
(15 min. pri 15000 rpm), supernatant vylejeme akopane priddme 80% metanol a po
centrifugacii opé vylejeme (opakujeme asp@x, aby sme vyplachli vSetky foé metanol-
rozpustné fenoly). Suchy zvySok zvazime a 20 nigrs. zahrievame 90 min. pri 60 °C v 0,4

ml 1 M roztoku NaOH (alkalickd hydrolyza ufrd fenoly esterovo-viazané na bunkovu
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stenu). Po ochladeni na laboratornu teplotu rozb&lslime s HCI na pH <2,0. Ku
okyslenému roztoku priddme 0,75 ml dietyléteru, kofko minut prudko rane
pretrepeme, rychlo centrifugujeme a éterovu frakmenesieme do novej skimavky. Postup
opakujeme, aby extrakcia fenolov bola kvantitativid@tom spojené éterové frakcie odparime
do sucha a suchy zvySok rozpustime v 0,3 ml 80%madd.

1. Pre stanovenie celkovych fenolov postupujemenake ako v pripade stanovenia
celkovych vdnych fenolov (pozri ,Navody na asnia z fyzioldgie rastlin® — Reépk a
kolektiv 2009). V skratke: vzorku nariedime v destanej vode, pridame roztok MaO; a
Folin-Ciocalteucinidlo a absorbanciu meriame po hodine inkubacie7p0 nm (kyselina
galova pre zostrojenie kalilinaej krivky). Vysledok sa @i ako mg ekvivalenty kyseliny
galovejnags. hm.

2. Pre HPLC stanovenie pripravime izokraticky HP&@Gtem s UV detektorom (laborantka
alebo vyuujuci) a detekciu kyseliny kavovej uskdtome pri 280 nm (Obr. 11). Identita
latky sa overi pridanim Standardu ku vzorke a zmierdJV-VIS spektra latky p&as analyzy.
Obsah kyseliny kavovej vypéiame ako mg na g s. hm. zotahu plocha piku Standardu
kyseliny kavovej/plocha piku kyseliny kavovej voovke a na zaklade znameho riedenia

vzorky.

[mv]

kyzeling kavova
3004

200+

100+ kadmium

—_

kontrola

Z 4 f g 10 12

retencny Gas (min.)

Obr. 11. HPLC detekcia kyseliny kdvovej viazanej na bunkstgnu v korgoch rumagieka
kultivovanych v dusik-deficitnom médiu bez (kon&plalebo s pridavkom €4 v
koncentracii 6QuM pocas 7 dni (Kovék et al., nepublikované).
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VyhodnotenieStatisticky porovname sumu fenolov viazanych nakbu( stenu a mnozstvo
kyseliny k&vovej v kontrolnych a Cd-exponovanychrekoch, posudime korelaciu a
kvantitativny vZah medzi tymito parametrami a vytvorime grafickérazenie vysledkov.

6.4. Stanovenie kumarinovych latok

Princip: Kumariny mozno formalne definoaako laktény, ktoré vznikaju z prislusne
substituovanych prekurzorov — Skoricovych kyselW. pripade listov rumateka je
majoritnym kumarinom herniarin  (7-metoxy-kumarinktory vznikd z prislusne
substituovaného prekurzoru: kyseliny glukopyranozyt4-metoxyskoricovej (GMCA, Obr.
12). Pdsobening-glukozidazy sa z molekuly GMCA utiuje gluk6za a zvySok molekuly
(tzv. aglykon) Z-GMCA spontanne cyklizuje na laktémerniarin. GMCA prekurzor existuje
v dvoch forméach, ptom E-forma (rans izomér) je stabilnd a nemdze cykliz6vdnym
kumarinom listov rumafeka je umbeliferén (7-hydroxy-kumarin), jeho predarrvsak nie je
exaktne znamy. Pri p6sobeni stresu sa v listoclanteka obvykle pozoruje narast herniarinu
a pokles jeho prekurzorovéd indikuje zvySena aktivitug-glukozidazy) a tiez narast
umbeliferénu. Predpoklada sa, ze kumarinové latayirochranna dlohu. Tieto kvantitativne
zmeny su v sulade s faktom, Zeglukozidadzy su primarne stimulované napr. poskaden
pletiva (v intaktnom pletive su priestorovo oddéen svojich substratov).

" CH,O O-glucose HO. Q s} CH.O. o 0
CH,O Uglﬁmsa 1 QGDDH \Qi/vl/ 4
= Z = =
| 2 3 4

COOH

Obr. 12. Struktira analyzovanych kumarinovych latok. Ek2-5-D-glukopyranozyloxy-4-
metoxySkoricova kyselina, 2Z-2-f-D-glukopyranozyloxy-4-metoxyskoricova kyselina, 3:
umbeliferén, 4: herniarin (prevzaté z prace Pasiigd al. 2004, Plant Sci. 167: 819-824).

Pomécky hydroponicky pestované rastliny run¢aka, pomocky na pripravu homogenéatov
(pipety, trecie misky, piesok na homogenizaciu)f/e8Metanol, gradientovy HPLC systém s
UV-VIS detektorom, mobilnd faza pozostavajuca z chro zloziek: A -
voda/acetonitril/CECOOH (19/80/1, VIVIV), B — 45% acetonitril a C —%0acetonitril. Pre
separaciu je nutné potizilhi chromatografickd kolénu (SGX C 18, 7 um, 250 mm).
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Postup Rastliny exponujeme Bas 7 dni bd Standardnému hydroponickému roztoku s
obsahom nitratu, alebo nitrdtovy dusik nahradim@ansin amoéonnym v ekvimolarnom
mnozstve (podrobnosti napr. v praci Kéikaet al. 2011, J. Agric. Food Chem. 59: 5139-
5149). Potom listy vysuSime a extrahujeme s 80%anwédm (30 mg s.hm. vo vyslednom
objeme 3 ml). Vzorky centrifugujeme, prenesieme dstych skimaviek a opatovne
centrifugujeme (minimalizovanie &istot, ktoré by zanaSali chromatograficki kolonu).
Stanovenie sa realizuje na gradientovom HPLC systéntymto programom (vopred
naprogramovany postup mieSania troch zlozZiek, gykto vznikd vysledna mobilna faza
prechadzajuca cez chromatograficku kolénu): zo%0A na 100 % B za 25 min, zo 100 % B
na 100 % C za 5 min, izokraticka ellcia so 100 @o&as 5 min a zo 100 % C na 100 % A za
10 min. Detekcia sa realizuje pri 320 nm (Obr. 13).

VyhodnotenieNakd’ko Standardy GMCA izomérov nie su dostupné a bgi@direbné ich
pripravit (¢asovo naréne), pre dely cvicenia je postéujuce utit sumu GMCA po
kvantitativnej hydrolyze s HCI (oba izoméry sa zimena herniarin): mnoZzstvo dime z
porovnania obsahu herniarinu v nehydrolyzovanejydrdlyzovanej vzorke a na zaklade
narastu herniarinu pregitame na obsah GMCA (Mherniarinu je 176,16 g/mol a,N6MCA

je 356,31 g/mol). Obsah herniarinu a umbeliferoriinte s pouzitim komeéne dostupnych
Standardov. Vysledky vyjadrime na gram s. hm., yoame kvantitativne zmeny v nitrat- a
amoniak-kultivovanych rastlindch a spracujeme dafigkej podoby. Zamyslime sa nad

faktom, préo amoniakalny kultivény roztok stimuluje narast herniarinu a umbeliferdn

(v]
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Z-GMCA, urnbeliferdn

S S

0,6

!

0,4+

0.2 L—’\’_H L NCI; roztok
. _M_I
0,0 T T T T T T T
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Obr. 13. Chromatogram separacie kumarinovych latok v Iistoemarteka pestovanych
v roztoku obsahujucom nitratovy, alebo amoniakd@uogik (Kové#ik et al., nepublikované).
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7. Tazké kovy a mineralne prvky

Problematika akumulacie kovov v rastlinach je pretbm z&ujmu mnohych rastlinnych
fyziologov, pricom sa sleduju dva hlavné ciele: i) objasnenieiprich akumulacie
v rastlinach, ktoré mozno vyudZzna dekontaminaciu ztistenych stanoviSprostrednictvom
fytoremediacie (s pouzitim rastlin, ktoré aktiviaurauluju kov v nadzemnej biomase v
koncentracii vyrazne vysSej ako v prostredi) aadbjasnenie péin ich akumulacie v
hospodarsky vyznamnych plodinach (obilniny, zelanihetivé rastliny) s ciéom zvyst
jednak vynos, ale najma, a na rozdiel od predchadepskupiny, zniZi akumulaciu kovov v
tychto rastlinach. Oba smery vyskumu su \Wasinej dobe aktualne, ke mnozstvo
polnohospodarsky vyuZiteej pbdy je limitované a zéarowe dochadza k nérastu
priemyselného z@Zenia. Pre hlbSie Studium tejto problematiky eyéstlostatok aktualnych

vSeobecnych i Specifickych monografii a vedecky@tp

7.1. Stanovenie obsahu kadmia a pribuznych paramedy

Princip: Kadmium je kovovy prvok, pre ktory sa nezistilaadma fyziologicka uloha
v Ziadnom organizme. Jeho Siroké spektrum Skodtivikinkov vyplyva z fyzikalno-
chemickych vlastnosti (podobnos atbmom zinku) a prejavuje sa toxicky uz v nitkyc
koncentraciach (v zavislosti od rastlinného drutantgenetického Stadia). Pre zaujimavos
mozno uvies, 7e poda WHO je napr. maximalny limit obsahu Cd v obilrih®,1 mg.kd.
Prijem kovov je ovplyvneny mnozstvom faktorov, aré daného druhu rastliny, pédnych a
environmentalnych podmienok a pod. Preto kultivdeidaboratornych podmienkach za
presne definovanych podmienok predstavuje vhoddgap porovnania prijméi uz rdznych
kovov tou istou rastlinou, alebo daného kovu réznsamtlinami. Pri hydroponickej kultivacii
je tiez mozné mertiinutricné podmienky a analyzow&oreiovy systém bez posSkodenia (v
porovnani s pédnou kultivaciou). Ku Standardnym zokat¢€éom akumuléacie kovov
v rastlinach, okrem samotného obsahu v pletive n@esa vyjadruje ako pgrgs. hm. =
mg.kg’ s. hm.) patria aj bioakumufay faktor a translokay faktor.

Bioakumulany (niekedy biokoncenitay) faktor — BAF/BCFudava pomer obsahu kovu

akumulovaného v pletive a jeho obsahu v prostrediognakych jednotkach). V pripade

hydroponickej kultivacie sa &irako:
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koncentracia kovu v pletive (ug'g. hm.)

koncentracia kovu v roztokyg.mr?)

Hodnoty BAF vySSie ako 1 teda indikuju tzv. (hym&Qmula&ny potencial. Niektori autori
udavaju podmienku BAF > 10 pre hyperakumulatéoysa v hydroponickych podmienkach
dosahuje relativnéahko (kde aplikované mnozstvo kovulghSie dostupné) v porovnani s
kultivaciou v pédnych podmienkach (ikags’ celkového obsahu kovov je Rree pritomné
v pédnom roztoku). Tiez je nutné thiaa zreteli vlastnosti daného kovu, napr. v rutelin sa
v nadzemnej biomase najviac akumuluje kadmium,maitkel a vyrazne menej ostatné kovy
(Al, Pb, Cr). Rovnaky trend sa pozoroval aj v inyastlinach, napr. v pSenici. Preto za

objektivnejSie posudenie akumulacie kovov moznacagova translokany faktor.

Translokany faktor — TFudava pomer obsahu kovu v nadzemnej biomase kuhobsa
v podzemnej biomase (a indikuje ted&ininos™ mechanizmov danej rastliny translokdva
kov do nadzemnej biomasy). Hodnota TF viac ako fieda dosiahne, ak rastlina akumuluje
viac kovu v nadzemnej biomas&(je pripad tzv. hyperakumulatorov, napr. niektdréhy
rodu Thlaspi Alyssum ale iSolanum nigrundosahuju tieto hodnoty pri akumulacii kadmia).
Z hradiska hyperakumutaého potencidlu rastlin je nutné dddaze typické
hyperakumulatory musia spthbbe podmienky siasne (BAF aj TF) a dany kov (napr. Cd
vrode Alyssum je dokonca esencialny pre ich rast. Pri iderdifik novych
hyperakumulujacich druhov je tiez potrebné poravimeddnu a hydroponickd kultivaciu
a viacero koncentracii daného kovu (environmenté@evantné, t.j. nizke ¥o vysokym
koncentraciam). Pre komplexnojto problematiky mozno spomeahe aj v rdmci typicky
hyperakumulujaceho druhu (napr. Cd akumulaci@haspi caerulescepsexistuju vyrazné

rozdiely pri porovnani populacii z roznych lokalit.

Pomécky mladé rastliny rumameka kamilkového a arabkovkyArabidopsis thaliana
pestované hydroponicky (2-3 tyZzdne v hydroponickyobdmienkach po preneseni z
predkultivacie v piesku, pozri ,Navody na ¢enia z fyziologie rastlin® — Repk a kolektiv
2009), 5 mM zasobny roztok &d 150 ml (vy3sie) kadky, koncentrovand HNQa HO,

5% HNG:s.

Postup Rastlinam rumateka a aradbkovky pridame do kultéreého roztoku kadmium vo
vyslednej koncentracii 5 a 50 uMife 4 rézne nadoby). Po tyZdni expozicie rozdelime

rastliny na listy a korene, korene oplachneme kesthou vodou (alebo 10 mM roztokom
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CaCl pre odstranenie povrchovo-adsorbovaného kovukasigne do konstantnej hmotnosti
(asi 5 h pri 80 °C). Suchy material rozdrvime naSpk v trecej miske s pouzitim kvapalného
dusika (v literatire sa zriedka uvadza pripravaemaiizatov zéerstvého materialuio vsak
nie je vhodné ak porovnavame rozne druhy rastébarbzne stresové vplyvy, kde sa moze
liSit aj obsah vody v pletive). Z tychto vzoriek odvagimpo 50 mg, nasypeme do kadk

a zalejeme s 10 + 10 ml koncentrovane] HNOH,O,. Kadicky zakryjeme Petriho miskami
a v digestore inkubujeme do nasledujucehm.dNa druhy d& umiestnime kadky do
vodného kupka poloZzeného na varnej platke v digestore a teplomerom sledujeme teplotu,
ktora by p@as prvej hodiny nemala prekié 70 °C: pd&as tejto fazy kadky ob¢as jemne
premieSame, aby sa zo stien Inib pripadne zvysky vzorky, dochadza tiez k rozkld+0,

¢o sa prejavuje jemnym Sumenim, ktoré uiigl rozklad vzoriek. Nasledne zvySime teplotu
na max. 90 °C¢im dbjde aj k odpareniu HNO Suchy zvySok/odparok rozpustime v 5%
HNO; a kvantitativne prenesieme do 10 ml uzatv@ingteh plastovych skumaviek (firma
Sarstedt). Okrem tejto tzv. mokrej cesty priprawpriek je mozné aj suchy materiél pri
vysokej teplote spopoltiia az nasledne rozpust kyseline. Pre pripravu mineralizatov sa
pouZzivaju aj rézne druhy mineralizatorov (vzorkazahrieva pri vyssej teplote v uzavretom
priestore,¢im sa skraticas pripravy vzorky), alebo je mozné nethaorky vd’ne (bez
zahrievania) rozpustiv zmesi HNQ + H,O; a nariedi do vysledného objemu tak, aby obsah
HNO; nebol vysSi ako 5 % (silnejSia kyselina moZe t@mSkodi sitasti AAS pristroja)

a aby dany prvok bol pritomny v merfitem mnozZstve.

Vyhodnotenie Obsah kadmia v listoch a kach rastlin wtime pomocou plani@ve]
atbmovej absokmej spektrometrie (AAS) na Katedre analytickej ciemF UPJS (alebo
inom externom pracovisku v Kosiciach). Na zaklatskanych vysledkov (ug Cd.ivzorky)

a zndmeho riedenie pri priprave vzorkyiore obsah kadmia ako pg.g. hm. Pomocou
vysSie spomenutych vahov utime BAF a TF pre ruma&ek a ardbkovku v oboch Cd
variantoch. Vysledky Statisticky porovhame a spj@me do grafickej podoby. Pripravené
mineralizaty je samozrejme moZné paudj na stanovenie inych kovovych prvkov, ak to
pristrojové podmienky dovaoju (Mg, Fe, Cu, Zn, K, Ca, Na su zloZkami hydroijg&ého

kultivacného roztoku, preto budu vo vzorkach v mdiaden mnozstve).

7.2. Stanovenie draslika
Princip: Draslik je zakladnym anorganickym osmotikom bume&tane rastlinnych pletiv,

napr. v rumateku kamilkovom pestovanom hydroponicky v Hoaglarmovroztoku jeho
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obsah dosahuje az 10 % (bezne v rastlinach ,nghatdf* do 6 %). Jeho pokles preto
obvykle suvisi priamo s narusenim permeability me&mhhlavne pri dlhodobom strese) a
indikuje tak poSkodenie pletiv celkovo. Obsal KoZno stanovi v mineralizatoch
pripravenych pre stanovenie Cd popisanych vyS§erfghlejSie stanovenie sa vSak zmeny
jeho obsahu mozu &ir ako ,K'-leakage* (uvdnovanie draslika do kultiémého roztoku)
alebo extrakciou suchého materialu v kyseline agjtov
Pomdcky hydroponicky pestované rastliny rundaka, 1 mM zasobny roztok &u 50 ml
skumavky so zavitovym vrchnakom (firma Sarstedt),M kyselina octova.
Postup Primerane viké rastliny rumadeka umiestnime do 50 ml skimaviek cez perforaciu
vo vrchnaku (skumavky obalime alobalom, aby koreeboli osvetlené) a do skiumaviek
nalejeme rovnaky hydroponicky kulti&ay roztok s pridavkom Cu vo vyslednej koncentracii
1 a 100 pM. Pouzijeme aspB8 skumavky pre kazdy Cu-exponovany variant aj tajat Po
24 h inkubacie chybajuci roztok doplnime deionizoma vodou na pévodny objem 50 ml,
centrifugujeme a pouZijeme priamo na stanoveniealmbsdraslika. Paralelne vysuSime
rastliny rumageka. Suchy material rozdrvime na prasSok s pou#tiapalného dusika a 100
mg materialu extrahujeme v 5 ml 0,1 M kyseline gejqori 90 °C pdas 2 h. Vo vzorkach
potom stanovime obsah draslika AAS metddou.
VyhodnotenieZmenu obsahu Kv kultivacnom roztoku utime ako percento narastu oproti
kontrole (kontrolu povazujeme za 100 %, teda nakdsv médiu oproti kontrole sa bude
rovna viac ako 100 % a naopak pokles bude menej akdd0ao indikuje prijem draslika
rastlinami). Porovname vplyv nizkej a vysokej kamtcécie Cu na uvdovanie K (nizke
koncentracie esencialnych mikroprvkov moézu stimafgwrijem inych prvkov).

V extraktoch pripravenych s kyselinou octovou peéone obsah draslika ako mg.g
s. hm. a porovname tendenciu zmeny obsahuw igletive so zmenami pozorovanymi v

kultivacnom roztoku. Vysledky Statisticky porovhame a spyane do grafickej podoby.

7.3. Stanovenie aménnych iénov s Nesslerovyimidlom

Princip: Amonne i6ny (NH") vznikaja v rastlinach pri rdznych biosyntetickyphocesoch,
napr. rozkladom proteinov, fotorespiraciou, aleb@z t deaminaciou fenylalaninu
prostrednictvom enzymu PAL (Obr. 14). Za beznycdmienok je ich koncentracia nizka,
pretoZe uvbnené iony sa ,recykluju” napr. prostrednictvom GSEAT enzymatického
systému (Obr. 14). V pripade stresového poésoberodentddjs k zvysSenej produkcii

amonnych iénov,éo pri znizeni rychlosti ich ,recyklacie* vedie k @paleniu rastu a
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viditernému poskodeniu rastlin. Klasickou metodou stanavém reakcia s Nesslerovym
¢inidlom, kde amoniak reaguje s tetrajodidodnanom sodnym (vznika pri priprave
Nesslerovhainidla) za vzniku Zltej zl&eniny (pri vy33ich koncentraciach WHénov vznika

Zlto-hneda zrazenina).
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Obr. 14. Schématické znazornenie ,recyklacie® amoniakalnethasika, uvbneného
deaminaciou fenylalaninu v reakeii 6 prostrednictvom enzymu PAL (dadprace Razal et
al. 1996). MSO - metionin-S-sulfoximin, Specifidkfibitor glutaminsyntetazy (7).

Pomécky hydroponicky pestované rastliny run¢aka, pomocky na pripravu homogenéatov
(pipety, trecie misky, piesok na homogenizaciu)odigovana voda, Nessleroemidlo (10 g
Hgl,, 7 g Kl a 16 g NaOH v 100 ml roztoku, pouzivacga frakcia roztoku; roztok je tiez
komekne dostupny, napr. od firmy Fluka), Siegnettovia(stnan draselno-sodny tetrahydréat,
50 g KNaCaGH406.4H,0 v 100 ml roztoku), 2 mM roztok Nj&l.

Postup Primerane viké hydroponicky pestované rastliny rumieka exponujeme gas 7
dni dusik-deficitnému roztoku a ako kontrolu poedig rastliny pestovane dialej

v povodnom roztoku obsahujucom dusik (podrobnastripnapr. v praci Kowak a Baikor
2007, pdf verzialanku je vdne dostupna cez vedecké databazy v ramci UPJS)mPioh
rozdelime na listy a korene, korene oplachnemendmiganou vodou a osusime fikraym

papierom. Znamu hmotnbsiomasy homogenizujeme s malym mnozstvom morskésku
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a extrahujeme s deionizovanou vodou (v riedenigdilhm. v 1 ml vody) a centrifugujeme
(15 min., 15 000 rpm). Pre stanovenie pipetujemeed&ne] zmesi 95ul supernatantu, 850
ul vody, 5ul Siegnettovej soli a 5@ Nesslerovhceinidla. Do blanku sa namiesto vzorky
pouZije voda. Absorbancia sa meria pri 425 nm.zZestrojenie kalibrénej krivky sa pouzije
zasobny roztok NECI (2 mM) a z neho sa nariedia r6zne koncentradamiesto supernatantu
v reaknej zmesi.

VyhodnotenieObsah amdénnych iénov stanovime v listoch a vikaek kontrolnych a dusik-
deficitnych rastlin. Vysledky na zaklade kaliémaj krivky a znameho riedenia vyjadrime ako
pumol.g* &. hm. av pripade stanovenia percenta susiny pigpoe na g s. hm.gg je
fyziologicky presnejsie, pozri kapitola 8). Stdtiky porovname obsah NfH i6nov v
kontrolnych a dusik-deficitnych rastlinach a spjame do dpcového grafu s vyzianim
signifikancie zistenych rozdielov. V dostupnej fggire (databazy Scopus alebo Web of
Knowledge/Web of Science) viadame ¢lanky s podobnym zameranim (aktuélne bol
publikovany napr. vplyv deficitu dusika na aktivi@S/GOGAT a obsah Nf v tabaku) a

porovname so ziskanymi vysledkami.

39



8. Vypocty a spracovanie vysledkov

Prepocet parametrov na jednotku suchej hmotnosti

Obsah vody v rastlinach sa meni vplyvom réznycéssivych faktorov. V pripade rumgeka
a nadbytku iénov kovov ma pri kultivacii v hydropbmajvyraznejSi negativny ¢inok
nadbytok i6nov medi. Preto je vhodné, pdkig to metodicky mozné, standvidany
parameter az vo vysuSenom pletive (napr. obsahwkavimych mineralnych prvkov, fenoly
viazané na bunkovu stenu a podobne). Ak je nutaégud’ scerstvou biomasou, potom je
fyziologicky presnejSie uskutait’ prep@et na jednotku suchej hmotnosti.

Obsah vody utime najjednoduchSie tak, Ze rastliny rozdelime isty la korene
(korene z hydroponie oplachneme destilovanou vadosusime filtrenym papierom), ihn@
zaznamenameerstvd hmotnas (biomasa uzavreta v sklenej alebo nerezovej naxagke)

a po vysuseni do konstantnej hmotnosti zaznameséntel hmotnas Cas suSenia napr. pre
rumartek (alebo iné hydroponicky pestované rastliny) j6 Bodin pri 80 °C (je mozné
pouzt aj vysSiu teplotu, poklauz v suchej biomase nechceme realiZowsanovenia
metabolitov). Pre kazdy experimentalny variant grgbné vysus$i niekd’ko rastlin a v
pripade homogénnych vysledkov mozno priemernu hiodfmapr. z 5 r6znych rastlin) potzi
pre prepoet parametra stanovenéha@erstvej biomase (ke je logické predpokladaze
vSetky jedince v ramci daného variantu by mali bbs@dy resp. suSiny blizky tejto

priemernej hodnote).
Percentualny obsah suSingime poda vzorca:
% suSiny = s. hm. x 10@. hm.

a z toho obsah vody ako 100 — % suSiny. Ak ted#@nzéss. hm. napr. 2,5 g a s. hm. 0,25 g,
potom obsah suSiny bude 10 % a obsah vody v datetiaep90 %.

Napr. obsah vody v Cu-exponovanom rugdeu moéze klesntiaz o 5 % (potom obsah

suSiny stapne napr. z 5 % v kontrole na 10 % v gheeovanych rastlinach).

Uved'me priklad s pouzitim tychto hodnot:
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a) obsah MDA v kontrolnych kotiech je 0,2umol.g* ¢. hm., potom s pouZitim 5 %bsahu
susiny bude (0,2 x 100/5) = i4nol.g* s. hm.

b) obsah MDA v Cu-exponovanych kaoeh je 0,5umol.g* & hm., potom s pouZitim 10 %
obsahu susiny bude (0,5 x 100/10) fumBol.g* s. hm.

VSimnime si, Ze pbvodne viac ako 2-nasobny rozglielryjadreni na grand. hm. (0,2 vdi
0,5umol) sa zmenil na nepatrny rozdiel (4¢v6 umol) pri vyjadreni na gram s. hm. a mozno
predpokladg, Ze pri porovnani napr. t-testom by tento rozdi@l nebol signifikantny (pozri
nizsie,cas’ ,Grafické a Statistické spracovanie vysledkady.

Z rovnakych doévodov, ako pri preffe na gram s. hm., je vhodné pri v{f®
enzymatickych aktivit vyjadfiju na jednotku obsahu proteinov (obvykle miligraamie na
jednotku biomasy (¢. hm.), kel’ze stresové vplyvy obvykle redukuju obsah proteifreto
napr. pri poklese proteinov v dusik-deficitnychtliedch bude aktivita enzymu vysSia ako
v kontrolnych rastlinach pri vyjadreni na mg protai, ak sa porovna s vyjadrenim n&.g
hm. (podrobnosti pozri napr. v praci Kéida Batkor 2007, Plant Soil 297: 255-265).

Vypocet aktivity enzymu s pouzitim molového absorgného koeficientu §)
Mélovy absorgny koeficient €) vyjadruje, ako ,silne dana latka absorbuje Zmeedanej
vinovej dzky. Tento koeficient mozno &r zregresnej rovnice kalibfaej zavislosti
(zavislos' absorbancie od koncentracie analyzovanej latkglanych experimentalnych
podmienkach. Hodnoty su pre jednotlivé enzymy bezne dostupné v odbolitexptire,
podobne aj hodnoty pre niektoré iné parametre (ragmoxid vodika, malondialdehyd). Pri
spektrofotometrii mozno s pouzitim znamehorcit’ aktivitu enzymu i uz ako koncentraciu
rozlozeného substratu alebo vytvoreného produkta) zaklade Lambertovho-Beerovho
zékona (1)

A=¢.c.| Q)

kde A je absorbancia, ¢ je koncentracia latkyeaHrbka kyvety.
Pretoze Standardné kyvety maju hrubku 1 cm, hodhgav d'alSom vypéte konStantna
(hodnotye sa aj preto beZne uvadzaju akd'.bhit alebo mM'.cm®) a koncentraciu potom
ur¢ime poda (2)

c=Ale 2
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Ako priklad uvadzam vypet aktivity guajakol peroxidazy (Gloha 1.8.7 25,5 mM*.cm?).
Meranim zistime zmenu absorbancie, nagr= 0,042, potom

c = 0,042/25,5 = 0,001647 mM a po premene na nigslnotku (1000) = 1,647 uM (t.).
pmol/l).

Na z&klade znameho riedenia pri homogenizacii ekofl gé. hm. v 5 ml timivého roztoku)
a na zaklade obsahu v reéakj zmesi (0,02 ml supernatantu v 3,5 ml te&k zmesi = stet
objemov vSetkych zloZiek, ktoré sa pipetovali vhddL.3.) vypoéitame mnoZstvo biomasy na
liter reaknej zmesi = 1,14288 hm./I, potom sa aktivita enzymu rovna

(1,647 pmol/l) / (1,1428¢. hm./l) = 1,4412 pmol:§ & hm. a pretoZe reakcia prebiehala
jednu mindtu, potom len doplnime: 1,4412 pmolifaift (. hm.). V pripade stanovenia
obsahu rozpustnych proteinov (napr. 9,13 mdg.ghm.) prepoitame aktivitu na miligram

proteinov vydelenim: 1,4412 / 9,130:157 pmol.min'.mg* proteinov.

Poznamkaznak krat (.) medzi jednotkami sa v anglicky p&jasdbornej literatlre neuvadza
a jednotky aktivity (a logicky aj iné jednotky) patom pisu akopmol min™ mg* protein®.

Z hradiska chemickej terminolégie sa aktivita enzymdwem jednotky ,umol mit
vyjadruje aj Sl vellinou ,katal” (resp. nizSimi ndsobkami, obvykle pkat, nkat, thkktora
vyjadruje katalyticka aktivitu najma enzymov. Jedenal (1 kat) je definovany ako premena

1 molu substratu za sekundu pad3)
kat=n/t 3)

kde n je latkové mnozstvo a tdas v sekundach.

VysSie uvedeny vysledok 0,157 pmol.mimg! proteinov potom premenime na kataly
vydelenim¢islom 60 (1 min = 60 skim formalne ziskame vysledok pre aktivitu enzymu
0,00261 pmol:$=2.61 nkat.mg" proteinov.

Vypocéet obsahu latok metddou vysokofinnej kvapalinovej chromatografie

Pri pouziti vysokotinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC) sa chroogaam (Obr. 13),
zaznamenava a Vvyhodnocuje ¢fiatovym programom, ktory tiez umbidje rychle
vyhodnotenie plochy ziskanych pikov prostrednictiomintegracie. Vysledny obsah latky

sa potom vyjadri zo ¥ahu medzi zistenou plochou piku v analyzovanej kea plochou
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piku Standardu tejto latky. Po Z@uneni riedenia pri priprave vzorky sa vysledokadyj
napr. ako mg (latky):gs. hm. Obvykle sa Standardy pripravuju v riedenigi100 ml.

Priklad: stanovenie obsahu herniarinu v Glohe 6.4. metétlRLC:
Integraciou pikov ziskame plochy napr. 13 607,4 Staemdard herniarinu (pri jeho riedeni 1
mg/100 ml) a 18 521,7 pre herniarin vo vzorke. Mited herniarinu vo vzorke sa vyfita
pouzitim troflenky

136074 ... 1mg/100 ml

18 521,7 ... x mg/100 ml

x =1,36 mg/100 ml

Pre prepoet na gram s. hm. je potrebné Patint’ riedenie pri priprave vzorky a vyjadri
obsah suchej biomasy na 100 ml vzorky (Standardmtok herniarinu bol pripraveny v 100
ml). Ak sme teda pripravili vzorku s obsahom 30 sghm./3 ml metanolu (Gloha 6.4.),
potom bude obsah biomasy na 100 ml vzorky 1 g s. Wiysledny obsah herniarinu sa
vypccita po jednoduchom vydeleni:

(1,36 mg herniarinu/100 ml) / (1 g s.hm./100 ml),36 mg.g" s. hm.

Grafické a Statistické spracovanie vysledkov

Spracovanie vysledkov predstavuje neoddalites&as’ vedeckej prace, nakko data sa
tymto spoésobom transformuju do esteticky vhodnajed’adnej podoby¢i uz tabuliek alebo
grafov. V pripade oboch vyjadreni vSeobecne plaitieto maju by ,samaitate’'né”, t.j.
hlavicka tabiliky alebo graf vratane legendy ku grafu musia obsathddaje o tomgo sa
meralo, jednotky v akych su uvedené ziskané vyslediod. (teda bedalSich odkazov na
text protokolu z laboratérneho ¢enia alebo vedeckej prace).

Pre grafické a Statistické spracovanie ziskanycsledkov existuje @ réznych
pacitatovych programov, uvediem len najzakladnejSie bedostupné prostriedky v ramci
balika ,Microsoft Office".

Pre Statistické spracovanie je potrebné stahokdny parameter najmenej v troch
réznych vzorkach z daného variantu, t.j. napr.rpsii homogenaty pre stanovenie aktivity
guajakol peroxidazy z troch individualnych kontath rastlin a z troch individualnych

kovom-exponovanych rastlin. Ziskame teda napr. biydfv pmol.min*.g* & hm.):
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- listy kontrolnych rastlin 1,44, 1,57 a 1,63

- listy Cu-exponovanych rastlin: 1,97, 1,71 a 1,82

- korene kontrolnych rastlin: 2,77, 2,64 a 2,81

- korene Cu-exponovanych rastlin: 6,98, 7,34 a 7,06

Hodnoty zapiSeme do Excelu Vpstoch pod seba (Obr. 15a) a pre v3etky sady d#mner
priemernd hodnotu a smerodajnu odchylku cez ponné&stroje” — ,analyza dat* — ,popisna
Statistika“: v ramci okna ,popisna Statistika“ zetleme pokko ,celkovy preliiad“ a do
riadku pre ,vstupna obl&$ stlatenimlavého tlgidla ,mySi“ vloZzime jednu trojicu hodnét
a stl&ime ,,OK" (podobne potom viozime &falSie trojice dat). Vysledok sa automaticky
zobrazi v novom liste v ramci daného excelovéhoosil{Obr. 15b). Ziskané priemerné
hodnoty (véeStine ozng&ené ako strednd hodnota) uloZimelizedeba (alebo pod seba, Obr.
15c) a pouZijeme pre vytvorenie grafu (napipaivy graf). Ziskané smerodajné odchylky

znazornime vo vytvorenom grafe ako dlse

(] Microsof Excel - M'Il_—@l_&
-

i3] subor Upravy Zobrazit Viozif Formst MNastroje Udsie Okmo  Pemocnik

INEER oS E E s A9 8 bk - @ el 0 & &-A-H
D10 = &
C\D\E|F|G\H\ L |=
1
2
3 kontrola Cu
4 listy korene listy korene
5 1.44 277 1.97 6.98
6 1.57 2.64 1.71 7.34
7 1.63 2.81 1.82 7.06
8
9
10 | |
11
12
13 L
14
15
16
=

» n\ Hiroki2 ) déata / graf / Harok3 /

4 = = 18 | »
& ﬁ O _| e D e "

Obr. 15a. Priklad usporiadania zdrojovych dat pre Wgto priemernych hodnot
a smerodajnych odchyliek (tri opakovania z kazdéantu).
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Obr. 15b. Vysledna tabtka ziskana ,popisnou Statistikou“ z opakovani veagedného
variantu (tu uvedeny variant kontrola — listy z Obsa).

i) sibor Upravy Zobrazit Viofit' Format Nastroje Udaje Okno  Pomocnik

i,dlisuﬂ»aﬁj\a;;\’?ﬂ;\aﬂ%.a_LﬁS'JI“'“"%?'%HH@%ZW - @ [ Ao - B zu)
A | B e | b | E F G H N E
1
2
3
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] listy korene
6 kontrola ~ 1.546 274
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8
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14
15
16 | |
e W et D Il - i
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Obr. 15c. Zdrojove data pre vytvorenie grafu (zndzornenyov.Q5d).
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VySSie uvedené zdrojové data mozno potom prezentgvaficky (spolu s legendou ku

obrazku) napr. takto:

*k%

Okontrola HCu

*
| ’_X—-
0

listy korene

GPX aktivita (umol.min™.g™ &.hm.)

Obr. 15d. Graf vytvoreny z Gdajov prezentovanych v Obr. 18piny popis k tomuto grafu
by znel: ,Aktivita guajakol peroxidazy (GPX) v lmth a koréoch rastlin rumateka
kamilkového pestovanych hydroponicky a exponovamjiedi (120 uM) p&as 7 dni. * a ***
udavaju signifikantny rozdiel medzi Cu-exponovanyariantom a prislusnou kontrolou na
hladine 0,05 a 0,001 ptal t-testu. Uséky predstavuji smerodajné odchylky (n = 3)*. —tent
popis teda udava vSetky fakty, t.j. ako a aké irgstka pestovali, akému stresu boli
exponované, aka bolaizka expozicie av akych jednotkach a aky paramsgestanovil.
Pismeno ,n“ udava pet opakovani, t.j. Kitko vzoriek sa spracovalo pre kazdy variant (v
nasom pripade tri vysSie spominané individualngimgs

Znaky v podobe ,hviezdiek* udavaju Statisticky vyznamny (t.j. signifikary) rozdiel, ktory
sa najbeznejSie hodnoti s pouzitim ,t-testu”, akyliozn&ovanym ako ,Student’s t-test".
Tento test umailje porovné vzdy iba dve série zdrojovych d&iZe vstupné data uvedené
v Obr. 15a) a je teda vhodny pre porovnanie Cu-eapanych vei kontrolnym listom a Cu-
exponovanych v kontrolnym kor@om. Logicky, nem& zmysel porovnavaapr. Cu-
exponované korene s kontrolnymi listami. Inymi slow, t-test hodnoti vyznamnbsozdielu
experimentalneho (exponovaného) variantu oprosiyggnej kontrole.

Ako priklad t-testu mdéZzeme uvieporovnanie zdrojovych dat z Obr. 15a, kontrolné
listy vo¢i Cu-exponovanym listom: opacez ponuku ,nastroje” — ,analyza dat“ zvolime
~,dvojvyberovy t-test srovnasu rozptylov* a do prislusnych riadkov zadame ¢éstitdm
ravého tlgidla ,mysi“ trojice dat ako ,1. subor* (hodnoty #41,57 a 1,63) a ,2. subor”
(hodnoty 1,97, 1,71 a 1,82) a staim ,OK" sa vysledok ukaze v novom okne suboru ako
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Obr. 15e. Dvojvyberovy t-test kontrolnych a Cu-exponovanyi$tov vychadzajuci zo
zdrojovych dat prezentovanych v Obr. 15a.

Hodnota, ktora rozhodne o vyznamnosti Statistickébudielu je druha hodnota zdola vo
vyslednej tablke (Obr. 15e) a pokfaje toto ¢islo mensie ako 0,05, potom sa rozdielézna
jednou ,hviezdikou“ (ako je uvedené v grafe v Obr. 15d), ak j@ tidslo menSie ako 0,01 =
dve ,hviezdtky“ a ak je ¢islo mensSie ako 0,001 = tri ,hvieztty“. Pokia’ sa nezisti
signifikantny rozdiel (hodnota vysSia ako 0,05)tgeo sa neudava &ialebo sa napise ,ns" (v
zmysle nevyznamny, resp. nesignifikantny).

Pre zloZitejSie typy testov s viacerymi porovnavangubormi existuju rézne ,jedno-*
a ,viacrozmerné“ analyzy variancie (pre podrobreejSiudium odporfam rézne voliténé
bio/5tatistické predmety dostupné na PF UPJS).
Vysledky prezentované vo forme grafu v Obr. 15d nwodvies aj vo forme tablky, napr.

Tab. x. Aktivita guajakol peroxidazy (GPX) v listoch a lioch rastlin rumateka
kamilkového pestovanych hydroponicky a exponovamjeli (120 uM) pdas 7 dni. * a ***
udavaju signifikantny rozdiel medzi Cu-exponovanyariantom a prislusnou kontrolou na
hladine 0,05 a 0,001 pbal t-testu. Data su priemerné hodnoty + smerodajicéydky (n = 3).

kontrola Cu
listy 1,55 +0,10 1,83 +0,13*
korene 2,74 + 0,09 7,12 + 0,19***
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