Cviceni z fyziologie rostlin
Oxidativni stres a posSkozeni bunéénych membran rostlin

Teoreticky uvod

Kazda rostlina musi béhem svého Zivota celit vlivim okolniho prostiedi (teplotni vykyvy,
mineralni deficience, nedostatek svételného zareni, poskozeni, infekce atd.), které 1ze souhrnné oznacit
jako environmentalni stres. Rostliny si proto vyvinuly celou radu adaptacnich a aklimatizacnich
mechanism, které jim umoznuji aktivné reagovat na danou situaci. Nékdy ale mira stresového faktoru
prevySuje prizplisobivost rostliny a dochazi k fyziologické nerovnovaze, jejimz typickym disledkem je
nadprodukce reaktivnich kyslikovych derivati (ROS - Reactive Oxygen Species; napi. H202, Oz, HO3:).

Tyto vysoce reaktivni molekuly jsou schopny oxidovat nukleové kyseliny, enzymy, receptory i
membranové lipidy, a proto musi byt rostlinnou bunkou ROS aktivné eliminovany. Systém antioxidacni
ochrany rostlin zahrnuje molekuly antioxidantli (kyselina askorbova, o-tocopherol, karotenoidy,
glutathion, fenolické latky) a antioxida¢ni enzymy jako superoxiddismutasa, katalasy a peroxidasy. Jedna
z moznych variant soucinnosti vySe popsanych slozek na eliminaci peroxidu vodiku je uvedena na Obr. 1.
Vzhledem k urychlenym zméndm Zivotniho prostiedi a jejich dopadu na rostlinnou produkci je vyse
popsany antioxidacni aparat velmi intenzivné studovan.
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Obrazek ¢. 1:

Predpokladany mechanismus antioxidacniho plisobeni fenolickych latek v rostlinné burice. AsA, askorbat;
DHA, dehydroaskorbat; PhO-, fenoxyl radikal (-0); PhOH, fenolicka latka; GSH, redukovany glutathion;
GSSG, oxidovany glutathion; GR, glutathionreduktasa; MDHA, monodehydroaskorbat; POX, peroxidasy;
(Sgherri et al., 2003).



Prakticka cast: Stanoveni peroxidace membranovych lipida a
celkovych fenolickych latek v rostlinach rajcete vystavenych deficienci
dusiku a fosforu.

Princip:

Stanoveni peroxidace membranovych lipidi je zaloZeno na kvantifikaci markeru
oxidativniho poSkozeni membran - malondialdehydu (MDA). Vznikly MDA tvoii s kyselinou
thiobarbiturovou (TBA) cerveny komplex s absorpénim maximem pti vinové délce 532 nm.
Komplex MDA-TBA Ize kvantifikovat na zakladé znamého extink¢niho koeficientu 155 mM-1cm-1.
Protoze TBA nereaguje pouze s MDA, ale i s dalsimi produkty peroxidace, je vhodnéjsi misto
»stanoveni MDA" uzivat oznaceni ,stanoveni TBARS" (ThioBarbituric Acid Reactive Substances).
Z kvantitativniho hlediska predstavuje MDA kolem 90% TBARS a proto jsou obé zkratky béZné
uzivany jako synonyma.

Stanoveni celkovych fenolickych latek (TPC - Total Phenolic Content) je zaloZeno na
reakci ,fenolickych latek” s Folin-Ciocalteu c¢inidlem. Modré zbarveni vznikajictho polymerniho
komplexu je disledkem redukce Folin-Ciocalteu ¢inidla (snizenim oxida¢niho ¢isla molybdenu).
Intensita zbarveni se méri spektrofotometricky pri 750 nm. Kvantifikace je zaloZena na srovnani
vzorku se standardem kyseliny galové a proto se vysledky uvadi v ekvivalentech kyseliny galové
(GAE - Gallic Acid Equivalents). ProtoZe Folin-Ciocalteu c¢inidlo nereaguje specificky s
fenolickymi latkami, ale s vétSinou redukujicich molekul (napt. kyselina askorbova), vyjadruji
nameéiend data spiSe antioxida¢ni kapacitu vzorku. TPC je proto vyborné korelovan s ostatnimi
testy pro stanoveni antioxida¢ni kapacity.

Rostlinny material: rajce (Solanum lycopersicum; Lycopersicum esculentum).

Potireby a chemikalie: pinzeta, pipety, eppendorfky, 2N Folin-Ciocalteu ¢inidlo, TBA, kyselina
trichloroctova, Na,CO3, methanol a kyselina galova.

Postup:

1. Do mikrozkumavek navazte 100 mg listli rajcete a homogenizujte 5 minut na kulovém
mlinku spolu s 1 ml 80% methanolu.

2. Mikrozkumavky zcentrifugujte (17000 rpm, 4 min) a odeberte extrakt (supernatant).

3. Pro stanoveni celkovych fenolickych latek napipetujte 60 pL extraktu do eppendorfky a
doplnte do 500 pL destilovanou vodou. K takto zfedénému extraktu napipetujte 25 pL
Folin-Ciocalteu c¢inidla (2N), roztok protrepejte, dopipetujete 975 pL 2% Na2CO03, a
zZnovu protrepejte.

4. Obdobné ptipravte jednotlivé body kalibra¢ni rady, pouze namisto rostlinného extraktu

napipetujte 5, 10, 30 a 100 pL 0.02% kyseliny galové.

Roztoky nechte inkubovat pri laboratorni teploté 30 minut.

Napipetujte 200 pL roztoku na mikrodesticku.

Na spektrometru zméite absorbance jednotlivych roztoki pti 750 nm.

Pro stanoveni MDA napipetujte 200 pL extraktu do mikrozkumavky, piidejte 100 pL
roztoku obsahujiciho 0.1% kyselinu trichloroctovou a 0.5% TBA. Roztoky protirepejte a
inkubujte 30 minut pfi 95 °C. Po inkubaci nechte vychladnout a znovu odstifed’te na
centrifuze (17000 rpm, 4 min).
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9. Napipetujte 150 pL supernatantu do mikrodesticky a pravitkem zméite optickou drahu,
tj. vzdalenost mezi dnem jamky a hladinou.

10. Zmérte absorbance roztokii na mikrodesticce pri vinové délce 532 nm s korekci pti 600
nm.

Vyhodnoceni:

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

2. Metodou linearni regrese vytvorte kalibra¢ni primku pro kyselinu galovou a vypocitejte
obsah celkovych fenolickych latek vyjadreny v ng GAE.g-1 FW.

3. Srovnejte miru poskozeni bunéénych membran v kontrolnich a stresovanych rostlinach.

Souvisi tyto hodnoty s mnozstvim celkovych fenolli (antioxida¢ni kapacitou) v
rostlinach?

Otazky:

Co mize zpisobit zmény klimatu?
Vznikaji ROS v rostlinné buiice i za normalnich podminek? Jakym zpiisobem?

Jakou funkci maji membranové lipidy a co je disledkem poskozeni buné¢nych membran?
. Jaké znate prirodni antioxidanty?
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