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A. Uvod

Zriadenie cvitebne fyziologie rastlin na Katedre botaniky PF UPJS v Kosgiciach v roku
1969 bolo spojené s menom Ing. Stefana Koctrika, CSc. (1923 - 2006), ktory spracoval aj
prvé ,Navody na cviCenia z fyzioldgie rastlin®“ (KoSice 1972, 1976). Od roku 1980 sa
vyuzivala prirucka doc. RNDr. Karola Erdelského, CSc. a Ing. Fridricha Frica, DrSc.
,,Praktikum a analytické metody vo fyzioldgii rastlin“ (Bratislava 1980).

Po zvySeni poctu Studentov, sa vroku 1991 ukdzalo aktualnym vydat ,,Navody na
cvicenia z fyziologie rastlin“ v zaujme lepSej pripravy a efektivnej organizéicie prace na
cviCeniach. Doc. RNDr. A. Kosturiak, CSc. svojimi podnetnymi radami prispel k
podstatnému rozsireniu ivodnej ¢asti ndvodov, za ¢o st mu autori zaviazani vd’akou.

Pre stvrté vydanie sme inovovali a modernizovali niektoré tlohy azohladnili sme
moznosti inovovanej praktikarne. Vyber uloh sme prispdsobili aktualnemu rozsahu cviéeni
jednotlivych predmetov fyziologie rastlin v bakalarskych a magisterskych S$tudijnych
programoch biologie a ekologie. lde o predmety: Fyzioldgia rastlin, Metabolizmus rastlin,
Mineralna vyZiva rastlin, Rast a vyvin rastlin a Ekologia rastlin. Niektoré ulohy st vhodné tiez
pre stredoskolské pokusy. Vyber tém ovplyvnila vyskumna orienticia nasho pracoviska na
sekundarny metabolizmus, ekofyziologiu a lieCivé rastliny. V navodoch sa spravidla
pridrziavame jednotiek SI ststavy, niekedy uvadzame iné zauzivané jednotky.

Stvrté prepracované vydanie ,,Navodov...“ pripravil novy autorsky kolektiv. Do tohto
vydania prispeli ulohami spoluautori prof. RNDr. Martin Backor, DrSc. (alohy: 1.3.2, 1.3.4,
1.4.3,1.4.4, 33, 35,4.1.2), doc. RNDr. Peter Pal'ove-Balang, PhD. (tlohy: 1.3.1, 1.3.5, 1.3.6,
1.3.9, 1.3.10, 1.4.7, 2.6, 2.7, 2.8, 2.9, 2.10, 2.11, 2.12, 3.4), Mgr. Sylvia Gajdosova, PhD.
(4.1.1, 4.3.2, 4.3.5, 4.3.6). Za cenné pripomienky autori d’akuji viacerym spolupracovnikom
a najma Mgr. Veronike Zelinovej PhD., oponentke 4. vydania.

M.R.



B. BezpecCnost a ochrana zdravia pri praci

Pred zacCiatkom prace v cvicebni fyziologie rastlin Student musi ovladat’ pravidla pre
pracu s jedmi a zieravinami, elektrickymi a plynovymi zariadeniami, poznat’ princip, funkciu
a obsluhu pouZivanych pristrojov (navody pre obsluhu st pri pristrojoch). Student je tieZ
povinny ovladat’ princip a postup ulohy, ktord ma na cviceni robit’. Po skonceni cvicenia ma

umyt sklo a oplachnut” ho destilovanou vodou, upratat’ a odovzdat’ stol.
Z uvedenych pravidiel upozoriiujeme najmai na tieto zasady:

1. Zieraviny a jedy je zakazané nasavat’ do pipiet Gistami, smu sa pouzivat’ len bezpe¢nostné
pipety alebo odmerné valce.

2. So silne zapéachajucimi a agresivnymi latkami (koncentrované kyseliny, prchavé
rozpust'adld) sa ma pracovat’ len v digestore.

3. Prace s horlavymi a vybusnymi latkami treba robit’ opatrne a az po upozorneni ostatnych
pracovnikov. Pozor na otvoreny ohe!

4. Zieraviny, ktoré pri riedeni alebo rozpuitani uvolfuji teplo, sa musia riedit’ alebo
rozpustat’ po Castiach za stdleho mieSania a chladenia. VZdy lejeme kyselinu do vody
(dolezité najma pri riedeni koncentrovanej H,SOy).

5. Do vylevky sa mdézu vylievat' rozpustadla len ak su dokonale mieSateI'né s vodou, po
desat’nasobnom nariedeni, do mnozstva 0,5 | a tridsat’nasobne riedené vodné roztoky kyselin a
hydroxidov. Nesmu sa vylievat’ toxické latky, rozptstadla nemieSate'né s vodou, vybusné
latky, kyseliny a hydroxidy nad uvedené koncentracie a mnozstvo.

6. Rozliate kyseliny je potrebné ihned’ splachnut’ vodou, zneutralizovat’ praskovou sédou a
opét’ splachnut’ vodou. Rozliate zasady stac¢i splachnut’ len vodou.

7. Pri zahrievani skimaviek nad kahanom sa musi pouzivat ochranny §tit. Nad jednym
kahanom sa smie zahrievat’ len jedna skimavka. Ustie skimaviek sa méa drzat smerom od
0s0b.

8. Studenti nesmi zasahovat’ do elektrickych &asti pristrojov pod napatim.

9. Pri praci s odstredivkou veko musi byt’ za chodu bezpecne uzavreté.

10. Pri praci s vakuom alebo pretlakom v sklenych aparaturach sa pouziva iba nepoSkodené

laboratorne sklo. Podtlakové Casti aparatiry sa musia zakryt ochrannym Stitom.



11. Plynové horaky sa nesmu nechat’ horiet’ bez dozoru.

12. V laboratoriu je zakazané jest, pit’ a faj¢it. Laboratorne pomocky, nadoby a zariadenia sa
nesmu pouzivat’ na jedenie, pitie a uschovavanie potravin a pod.

13. Vsetky zistené nedostatky sa musia ihned’ ozndmit’ zodpovednému pracovnikovi.

14. Studenti mozu opustat’ cviéebiiu len s vedomim a suhlasom veduceho cvidenia.

15. Kazda poruchu, poskodenie alebo nespravnu funkciu pristrojov a zariadeni je potrebné
ihned’ hlasit’.

16. So spotrebnym materidlom, chemikéaliami, energiou a pristrojmi zaobchéadzat’ Setrne.

17. Studenti st povinni udrziavat’ poriadok na laboratornom stole.

Prvéa pomoc

a) Otrava vdychovanim skodliviny

-zamedzit' prenikaniu Skodliviny do organizmu, postihnutého vyviest' z miestnosti, opatrne
odstranit’ odev (obsahuje toxické latky)

-zabezpecit’ zakladné zivotné funkcie umelym dychanim

-podavat’ Caj, kdvu

b) Otrava pozitim Skodliviny
-urychlene odstranit’ jed z organizmu, vyvolat’ zvracanie o vypiti asi 1,5 | vlaznej vody, podat’
2x po 5 tabliet podrvené¢ho zivocisSneho uhlia, CITROCARBON, CARBANTOX, ktoré¢

posobia ako protijed

c¢) Postriekanie koze zieravinou

-postihnuté miesto thned’ oplachnut’ pridom vody 5 az 10 minut

-pouzit’ neutralizany roztok (2% zazivacia sdda pri zasiahnuti kyselinami, 2% kyselina
octova pri zasiahnuti hydroxidmi)

-prilozit’ sterilny obviz

d) Postriekanie oka zieravinou
-vyplachnut’ oko ihned’ pradom vody
-pouzit’ borovu vodu a opidtovne vyplachnut

-okamzite hlasit’ vedicemu cvicenia



e) urazy elektrinou

-vyprostit’ postihnutého z dosahu elektrického pradu vypnutim stop spinaca pri vchode do
cvicebne

-odsunutim alebo odtiahnutim postihnutého suchym predmetom

-ihned’ zacat’ s umelym dychanim

Kazdé poranenie okamzite hlasit’ veducemu cvicenia. Vo vSetkych pripadoch poskodenia
zdravia je potrebné urychlene zabezpecit privolanie rychlej lekarskej pomoci, alebo

postihnutého dopravit’ na najblizSie zdravotné stredisko.

Délezité telefonne ¢isla:
Hasiésky a zachranny zbor: Zachranna zdravotna sluzba: Policia: SOS:

150 155 158 112

Pomoc pri vykonavani prvej pred lekarskej pomoci na bezplatnej linke 0850 11 13 13



C. Principy pouzitych chemickych a fyzikalnoche-

mickych metod

C.1 Vazenie

Vézenie je porovnavanie hmotnosti meranych pevnych, pripadne kvapalnych latok
s hmotnost'ou zavazia. Na menej presné merania pouzivame technické vahy. Na presné
vazenie pouzivame analytické vahy. Najprv stanovime priblizni hmotnost’ na predvéazkach.
Pre kazd¢ vahy je udané maximdlne zatazenie, ktoré sa nesmie prekroCit. Pri véazeni je
potrebné dodrziavat’ nasledujuce pravidla:

1. Pred vazenim skontrolujeme nulovt polohu.

2. Vézeny predmet kladieme doprostred misky vzdy len zaaretovanych véh.

3. Véazenu latku nekladieme nikdy priamo na misku vah, ale pouzijeme odvazovacku.

4. Na misku vah nekladieme necisté, mokré alebo horuce predmety. Horlice predmety
vychladime v exsikatore. Vahy chranime pred akymkol'vek stykom s agresivnymi latkami.

5. Pri vyvaZovani postupujeme od véacSich zadvazi k menSim.

6. Po skonceni vdzenia skontrolujeme nulovt polohu.

7. Vahy udrziavame vzdy v maximalne;j Cistote.

C.2 Odstred’ovanie

Na oddelenie pevnych a kvapalnych latok pouzivame odstredivky, najmid ak nemdzeme
pouzit’ filtraciu alebo sedimentéciu, pripadne ak by dlho trvali. Pri odstred’ovani pdsobenim
odstredivej sily sa utvori tazsia zlozka sediment a I'ahSia supernatant. Na odstred’ovanie pri
malej frekvencii ota¢ania (do 5000 min™) pouzivame hrubostenné sklené skimavky. Pred
odstredovanim protil'ahlé¢ skimavky s plastami musime vyvazit, doplnenim potrebného

mnozstva vody do plasta. Pocas odstred’ovania musi byt’ veko odstredivky bezpecne uzavreté.



C.3 Manometrické metédy

Manometrické metédy umoziuji sledovat’ vsetky reakcie, spojené so zmenami objemu
plynov. Pouzivame ich na Studium vymeny plynov biologického materidlu. Meranie moze
prebiehat’ pri konstantnom objeme plynnej fazy, pri konstantnom tlaku, alebo aj za sucasnej
zmeny objemu a tlaku. Klasicky typ pristroja je Warburgov manometricky pristroj. Pristroj
pozostava z manometrov s manometrickymi nadobkami, umiestnenymi vo vodnom kupeli.
Trepacie zariadenie umoznuje rychlu vymenu plynov. Konstantnost’ teploty a objemu je

dolezitou podmienkou, pretoze obe uvedené veliCiny vplyvaju na tlak. Plati nasledujuca

zavislost’:
P.V, PV,
T T,
P = tlak
V = objem
T = teplota

Reakcia prebieha v nddobke za konStantného objemu plynnej fazy a kazdi zmenu mnozstva
plynu v nddobke vypocitame vynasobenim zmeny tlaku, od¢itanej na otvorenom ramene tzv.
nadobkovou konsStantou. Warburgovou metédou mozno merat napriklad rychlost’ alebo
celkovu spotrebu, pripadne produkciu kyslika, oxidu uhli¢itého, produkciu kyselin, respiracné

kvocienty a podobne.

C.4 Optické analytické metody

Elektronova absorpcna spektrometria

Elektrénova absorpcna spektrometria predstavuje Cast’ optickych analytickych metdd, ktoré
vyuZivaju absorpciu elektromagnetického Ziarenia o vinovych dizkach 185 az 800 nm pri jeho
prechode homogénnym hmotnym optickym prostredim.

Absorbovana &ast’ elekromagnetického Ziarenia uvedenych vinovych dizok spdsobuje
excitaciu valenénych o, m a n elektronov atdmov a molekul zo zdkladného do vzbudeného
stavu. Preto absorptné spektra nazyvame elektronové, priCom predstavuju ultrafialova a

viditeI'nu oblast’ elektromagnetického Ziarenia.



Zmena energetického stavu valen¢nych elektronov molekuly je spojena so zmenou jej
vibraénych a rotacnych stavov. Prechod z nizSej do vysSej elektronovej hladiny moéze
prebiehat do velkého poctu réznych vibracnych a rota¢nych podhladin molekuly. Pocet
blizkych elektronovych prechodov pri molekulach je vel’ky a vysledkom merania absorpéného
spektra molektll su absorpéné pasy, ktoré sa objavuju v okoli uréitej vlnovej dizky,
charakteristickej pre ur€itt molekulu. Absorpcny pas zo spektroskopického hladiska
charakterizuje poloha vinovej dizky jeho maxima Amax a intenzita pasu, ktory charakterizuje
€max t.j. molovy absorpcny (linearny) koeficient.

ZlozitejSie molekuly organickych latok obyCajne vykazuju viac maxim absorpénych pasov,
ktoré sa mo6zu navzajom prekryvat a tvorit’ krivky s malo vyraznymi maximami. Takéto
absorpéné maxima st menej vhodné pre kvantitativnu chemicku analyzu. Ak je to nevyhnutné
mozno ich vyuzit’, ale pouzité pristroje musia mat’ vyssiu rozliSovaciu schopnost’. M6zu vSak
byt potencidlnym zdrojom chyb, najmé systematickych.

Zakladnym predpokladom aplikacie elektronovej absorp¢nej spektrometrie v chemickej
analyze je linedrna platnost Lambertovho-Beerovho zdkona. Tento zdkon vyjadruje vzt'ah
medzi intenzitou monochromatického Ziarenia ly dopadajuceho na hmotné homogénne
optické prostredie s hrabkou kyvety h (v cm), intenzitou Ziarenia I, ktoré vychadza z tohto
prostredia, koncentraciou absorbujucej latky ¢ (mol.dm™®) a molovym absorpénym (linearnym)
koeficientom &, (dm.mol*.cm™), ktory je doleZitou spektrometrickou charakteristikou
zluCenin. Nech prechadza rovnobezny zvdzok monochromatickych la€ov o intenzite lg
vrstvou absorbujuceho prostredia s hriibkou h. Vplyvom absorpcie sa jeho intenzita zoslabuje

na hodnotu I. Priepustnost’ (transmitancia) T prostredia je dana vztahom:

T=—

lo
Prevratend hodnota dekadického logaritmu priepustnosti T sa nazyva absorbancia alebo
absorbancia (A) aplati rovnica, ktora je vyjadrenim spojeného Lambertovho-Beerovho
zakona:

1 I
—=A=log—=¢,.ch
T g|o &2

Thto rovnicu je tiez mozné matematicky vyjadrit’ v tvare:

| =1,,107%"°



Z rovnic je vidiet', Ze zatial' ¢o absorbancia A je linearnou funkciou ¢, ¢ a h, priepustnost’ T
(udédva sa v %) je ich exponencialnou funkciou a mdze nadobudat’ hodnoty od 0 po 1
(pripadne 0 az 100 %). Absorbancia A méze nadobudat’ hodnoty od 0 po .
Lambertov-Beerov zakon plati iba pre monochromatické Ziarenie a vel'mi zriedené roztoky
(c<10? M), kde sa uZ neuplatiiuje zavislost & od indexu lomu n. Nedodrziavanie tychto
poziadaviek spdsobuje tzv. zdanlivé odchylky od Lambertovho-Beerovho zdkona. Pravé
odchylky st spdsobené chemickymi pochodmi, ktoré prebiehaju v roztoku (hydrolyza,
disociacia, tvorba komplexov a pod.).

Pri elektronovej absorpcnej spektrometrii sa oby€ajne pouzivaji zdroje polychromatického
ziarenia. Z nich je mozné ziskat monochromatické ziarenie niekol’kymi spdsobmi:

- lomom na hranole (refrakciou). Podl'a poziadaviek na monochromatickost’ ziarenia mozu na
to sluzit' jednoduché hranoly z izotropného materialu, alebo hranoly zlozené z viacerych
materialov

- ohybom (difrakciou) na mriezke (transparentna doska s radom vrypov, ktorych stredy su od
seba umiestnené vo vzdialenosti d, danej konStantou mriezky),

- svetelnymi filtrami, transparentnymi len pre uréitG oblast vlnovych dizok Ziarenia. Toto
Ziarenie nie je prisne monochromatické.

Elektronovu absorpénu spektrometriu moéZeme rozdelit’ na:

1. Absorpénii spektrometriu, pri ktorej sa sleduje zavislost’ absorbancie A od vlnovej dizky A
pri zvolenej koncentracii ¢ a hribke vrstvy h absorbujuceho prostredia. Graficka zavislost’
predstavuje absorpéné spektrum. Pristroje pouzivané pri tejto metdde sa nazyvajl
spektrofotometre (objektivny, obyc€ajne automaticky zdznam).

2. Absorpéna fotometria, ktora skiima zavislost’ absorbancie A od koncentracie pri zvolenej
vlnovej dizke A a hribke vrstvy absorbujiiceho prostredia h. Pouzivané pristroje sa nazyvaji
spektralne fotometre (objektivne alebo vizudlne)

3. Kolorimetria, pri ktorej sa sleduje zavislost’ hriibky absorbujtcej vrstvy h od koncentracie ¢
pri konitantnej absorbancii A a konstantnej vinovej dizke A. Pouzité pristroje sa nazyvaju
kolorimetre.

Vyber technického zariadenia a vhodnej metoddy zavisi od ciel'a analyzy.

Refraktometria
Refraktometria je opticka analyticka metdéda zalozend na merani indexu lomu. Rychlost’

Sirenia svetla optickym (priehl'adnym) prostredim zavisi od jeho mernej hmotnosti (hustoty)
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p, pricom rychlost’ je najvysSia vo vakuu (3.109 m.S'l). Pri prechode svetla z jedného
optického prostredia do druhého s r6znymi mernymi hmotnost'ami sa meni jeho prienikova
rychlost’, ktora vSak v praxi nie je dost dobre meratelna. Fyzikdlnym désledkom zmeny
prienikovej rychlosti je zmena smeru jeho prieniku, ¢o sa prejavi ako lom na rozhrani dvoch
optickych prostredi. Pomer rychlosti prieniku luca v prvom prostredi k jeho rychlosti v
druhom prostredi alebo aj pomer sinusov uhla dopadu a4 a uhla lomu oy na rozhrani dvoch
prostredi (Snellov zakon) sa nazyva index lomu n:

v, sina,

B
v, sina,

Takto definovany index lomu n je veli¢ina relativna, pricom jeho absolitnu hodnotu mozno
ziskat’ meranim vo vakuu. Index lomu n je funkciou hustoty p prostredia a v roztokoch ma
aditivny charakter. Zavisi teda od zlozenia a kvantitativneho zastipenia (koncentracie)
jednotlivych zloziek. Tato zavislost’ vyjadruje vztah:
f(n)=r.p
r = Specificka refrakcia, charakteristicka pre kazdu latku
Funként zévislost’ n od p rozni autori definovali rozlicne. Za jej najpresnejSiu definiciu sa
povazuje Lorentzov - Lorenzov vzt'ah:
L el

p(n*-2)
Index lomu n zavisi od vlnovej dizky pouzitého Ziarenia a hustota p od teploty. Preto pri
merani indexu lomu pouzivame monochromatické Ziarenie (dublet sodikovej vybojky) udané

exponentom a konstantnou teplotou (udand indexom), napr. n2’.

Polarimetria

Polarimetria je opticka metdda zaloZzend na merani uhla otofenia roviny kmitov
polarizovaného svetla opticky aktivnych latok. Opticky aktivne latky st vacSinou organické
molekuly obsahujuce asymetricky uhlik a niektoré anorganické latky s asymetrickou
Struktirou. Z pevnych latok k nim patria kryStaly vSetkych kryStalografickych sustav, okrem
kubickej ststavy. Praktické vyuzitie ma vhodne zbruseny klenec islandského vépenca (nikol).
Ak dopadne Iu¢ priecneho elektromagnetického vinenia na zbrusenu plésku nikolu rozstiepi

sa na riadny a mimoriadny la¢. Stcasne dojde k ich polarizacii, t.j. k ich kmitaniu v jednej
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polarizacnej rovine. Polarizatné roviny oboch polarizovanych Iucov su na seba kolmé. Pre
analytické ciele v polarimetroch sa vyuziva len mimoriadny la¢.
Podl'a smeru otaCania roviny polarizovaného svetla rozdel'ujeme opticky aktivne latky na
pravotocivé (d) a lavotocivé (I). Optickd otacavost’ systému, t.j. schopnost’ otaCat” rovinu
polarizovaného svetla, zavisi od kvality (druhu) opticky aktivnej latky a aditivne zavisi od
mnozstva (koncentracie) opticky aktivnych latok v roztoku, vinovej dizky polarizovaného
svetla a teploty. V kvantitativnej polarimetrii sa vyuziva empiricky vzt'ah:

a=[a];.1Q
[a] = $pecifické otaéavost’ latky pri teplote t a vinovej dizke A
1 = hrabka vrstvy v dm
Q = mnozstvo latky v g.crn'3
Mnozstvo opticky aktivnej latky mozno uréit bud’ zo znamej hodnoty [a]’, alebo z kalibraénej
zavislosti. Ako zdroj monochromatického Zziarenia pri praktickych meraniach pouzijeme

sodikovu vybojku.

C.5 Chromatografické metédy

Chromatografia je vysokou¢innd separatnd (deliaca) metdda, zaloZzend na postupnom,
mnohonasobne opakovanom ustalovani fazovych rovnovéh zloziek tvoriacich sucast
analyzovanych zmesi medzi dvoma navzijom nemieSatelnymi fdzami. Kazdy
chromatograficky systém tvoria tri zakladné prvky:

1. nepohybliva (stacionarna) faza, ktord jednotlivé zlozky z analyzovanej zmesi puta
fyzikalnymi, chemickymi alebo oboma druhmi sil

2. pohybliva (mobilnd) faza, ktord unasa jednotlivé zlozky separovanej vzorky stacionarnou
fazou

3. analyzované zloZzky vzorky.

Chromatografiu podl'a skupenstva pohyblivej a nepohyblivej fazy rozdel'ujeme:

a/ plyn kvapalina plynova

b/ kvapalina tuha latka stipcova adsorpéna

c/ kvapalina kvapalina stipcova rozdel'ovacia

Podl’a typu separa¢nych sil mézeme chromatografiu rozdelit’ na:
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a/ adsorp¢nu, pri ktorej je delenie jednotlivych zloziek zmesi ddésledkom ich rozdielnej
adsorpcie na povrchu stacionarnej fazy

b/ rozdelovaciu, pri ktorej stacionarnou fazou je kvapalina nemieSate'na s mobilnou fazou.
Tato je zachytena (zakotvend) na povrchu tuhého nosica, tvoriaceho napli kolony.

K rozdeleniu zmesi dochadza ak jednotlivé latky tvoriace zmes maju rozdielne rozdel'ovacie
koeficienty (rozpustnost’) medzi mobilnou a stacionarnou fazou

¢/ vymennu, pri ktorej staciondrnou fazou sit menice i6nov

d/ chromatografiu na molekulovych sitach (gélova filtracia), pri ktorej stacionarnu fazu tvoria
molekulové sitd, tj. latky vyznacCujuce sa definovatelnymi vzdialenostami atomov v
krystalovej mriezke. MenSie Casti tvoriace zmes moézu prenikat’ do ich Struktiry, a tym sa
brzdi ich pohyb kolénou.

V praktickej chromatografii sa si¢asne mdze uplatiovat’ aj viac separa¢nych dejov.

Tenkovrstvova chromatografia

Pri tenkovrstvovej chromatografii (TLC) prebicha delenie zloziek zmesi latok v tenkej vrstve
stacionarnej pevnej fazy (sorbentu) pomocou kvapalnej mobilnej fazy. Pouzivané sorbenty su
silikagél, oxid hlinity, celuldza, polyamid a i. PoCas vyvijania putuje mobilna faza vzostupne
kapilarnymi silami medzi zrnami sorbentu a unasa delené latky pozdiz deliacej vrstvy.
V priebehu delenia sa neustdle obnovuje rovnovaha medzi pohyblivou a nepohyblivou fazou.
Za rovnakych podmienok ma urcitd latka na chromatograme stale miesto (Rg). Retardacny
faktor je pomer vzdialenosti unaSanej latky od Startu ku vzdialenosti Cela rozpustadla od

Startu.

Plynova chromatografia

Pri plynovej chromatografii (GC) delené latky su v plynnom skupenstve. Nosny plyn unasa
plynnu zmes delenych latok cez sorpént kolonu. Delenie latok prebieha v chromatograficke)
koléne. Je to spravidla sklend rirka roznej dizky naplnena poréznym nosi¢om, na povrchu
ktorého je zakotvena staciondrna faza. Ako stacionarna faza sa vyuzivaji rézne vysoko vrice
kvapaliny (napr. silikbnové oleje) roznej polarity a molekulovej hmotnosti. Od vlastnosti

zakotvenej fazy zavisi v rozhodujicej miere kvalita separacie, pretoze ¢im véacSou silou je
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zlozka analyzovanej zmesi v kolone puatand, tym neskor ju opusta. V zaujme zrychlenia
analyzy sa teplota kolony pocas delenia zvysuje.

Po rozdeleni vstupuju jednotlivé zlozky spolu s nosnym plynom do detektora. Detektor
reaguje na zmeny fyzikalnochemickych vlastnosti nosného plynu, ktoré su zapricinené
pritomnostou rozdelenych latok. Signal detektora je imerny mnozstvu latky v nosnom plyne.
Jednym z najpouzivanejsich detektorov je plamenovy ioniza¢ny detektor (FID), v ktorom je
vysledny signdl umerny mnozstvu spalenej (ionizovanej) organickej latky. Po zosileni sa
signal registruje ako chromatogram, ktory mozno pouzit’ na kvalitativne a kvantitativne

hodnotenie.

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

HPLC (high performance liquid chromatography) je kolonova kvapalinova chromatografia,
pri ktorej mobilnt fazu tvori kvapalina a stacionarnu pevna latka. Systém HPLC pozostava
Z pumpy, davkovacieho ventilu, kolony a detektora, ktoré st navzdjom prepojené v uvedenom
poradi.

Pumpa zabezpeCuje, s vyuzitim vysokého tlaku, plynuly prietok mobilnej fazy cez cely
systém, ato urcitou volitelnou rychlostou (ml/min.). Pri tzv. izokratickej elucii systémom
preteké vopred pripravend kvapalina urcitého zloZenia. Pri tzv. gradientovej elucii sa zlozenie
mobilnej fazy v priebehu analyzy meni, ked’Ze gradientova pumpa umoziiuje podl'a zvoleného
programu zmieSavat’ dve i viac kvapalin S r6znou koncentraciou. Vznika tak koncentracny
gradient, ktory zvySuje u€innost’ separacie a tym zlepSuje oddelovanie zloziek aj v pripade
komplikovanejsich zmesi.

Déavkovaci ventil umozituje umiestnit’ do systému analyzovanu kvapalni vzorku. Vzorka sa
vstrekne v nadbytku do davkovacieho ventilu a uréita ¢ast’ z nej (napr. 20 pl) sa zadrzi v
kovovej slucke. Posunutim paky davkovacieho ventilu dojde k prepojeniu medzi sluckou a
tokom mobilnej fazy, ¢im sa vzorka v kratkom Case premiestni na zac¢iatok kolony.

Koléona pri HPLC je kovova pripadne sklenend trubica naplnend sorbentom. Stipec
chromatografickej naplne ma vicsinou priemer 2 az 18 mm, dizku 5 az 25 cm a astice néplne
maju velkost’ od 5 do 50 um. Ked’ze mobilnd faza pretekd cez sorbent v kolone, prave tu
dochadza k samotnej chromatografickej separacii latok obsiahnutych v analyzovanej zmesi.
Navzajom oddelené zlozky zmesi unaSané¢ mobilnou fazou vystupuju z koldny a prechadzaja

do detektora.
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Na detekciu sa najéastejsie pouziva spektrofotometricky detektor s volitelnou vlnovou dizkou
v ultrafialovej aviditelnej oblasti, prip. fluorescencny detektor, refraktometer,
elektrochemicky detektor a i. Detektor obsahuje priestor s malym objemom, cez ktory preteka
mobilna faza spolu s molekulami latky po separacii v kolone. V tomto priestore sa opakovane
v kratkych c¢asovych intervaloch za sebou uskutoCniuje meranie fyzikalnej veliCiny
prisluchajucej typu detektora (napr. spektrofotometricky detektor meria absorpciu Ziarenia s
uréitou vlnovou diZkou). Hodnoty fyzikélnej veli¢iny zodpovedaju koncentracii latky a v
podobe elektrickych signdlov ich zaznamendva zapisovac. V sucasnosti funkciu zapisovaca
zabezpecuje integrator zabudovany v pocitaci, ktory nielen zapisuje, ale aj vyhodnocuje tidaje

z detektora.
Vyhodnotenie chromatogramov

Zaznam analyzy (chromatogram) pri HPLC znazorfiuje Casovy priebeh zmien elektrického
signalu z detektora (os x — €as, os y — el. napitie). Obsahuje chromatografické viny, pricom
kazda vina zodpoveda jednej latke zo separovanej zmesi. Pre identifikaciu urcitej latky je
dolezitd jej poloha v chromatograme — elu¢ny cas, t.j. Casovy interval medzi zaciatkom
zdznamu a vrcholom chromatografickej viny. Pre kvantitativne vyhodnotenie latky je potrebné
poznat’ plochu (prip. vySku) chromatografickej viny, ked’Ze tdto hodnota zodpoveda velkosti
elektrického signalu a tym aj mnozstvu latky vo vzorke.

Ak neméame k dispozicii Udaje z integratora, moéZeme vyuzit' graficki metdédu hodnotenia

plochy vin zakreslenych zapisovadom (obr. 1).

Obr. 1. Vyhodnotenie chromatografickych kriviek grafickou metdédou: plocha viny = vyska

viny [h] x Sirka viny [§] v polovicnej vyske
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Na identifikaciu latky a stanovenie jej mnozstva v analyzovanej vzorke vyuzijeme roztok
Standardnej latky so znamou koncentraciou. V samostatnej analyze, uskutoCnenej za
rovnakych podmienok ako pri analyze vzorky, vyhodnotime elu¢ny ¢as a plochu

chromatografickej viny Standardnej latky.

C.6 Spracovanie vysledkov

Merania realizované pocas laboratdornych cviceni nie st samoucelné. Maji smerovat’ k
ziskaniu ¢o najvicSiecho mnozstva €o najobjektivnejSich informacii o fyziologickych javoch
prebiehajicich v rastlinnom tele. VSetky vysledky merani, ziskané aj tou najdokonalejSou
technikou a s najvdcSou starostlivostou, st zatazené nepresnostami, t.j. chybami. Chyby,
podla ich povahy, mo6zeme rozdelit’ na:

- systematické

- hrubé

- ndhodné (Statistické)

Systematické chyby maju staly charakter, skresl'uji vysledky merani vzdy ur¢itym smerom
amaji celkom urcitd pri¢inu. MoZu spocivat’ bud’ v samotnej pouZite] metdde merania,
V nepresnosti pouzit¢ho pristroja, v nevyhovujucej Cistote pouzitych chemikalii, v spdsobe
kalibracie, bud’ v pouZiti nevhodného Standardu pri kalibracii a pod. Daju sa odstranit’ alebo
aspon obmedzit’ voI'bou vhodnejSich metod, Standardov, pristrojov a pod.

Hrubé chyby vznikaji najmd nedodrziavanim pracovnych postupov alebo aj chybou pri
vypocte. Vysledky s hrubymi chybami je potrebné zo suboru vylucit'.

Néhodnymi (Statistickymi) chybami, ktoré su celkom nepravidelné a vidcSinou malé, st
zatazené vSetky merania. Sposobuju, Ze paralelné merania sa od seba Ciastocne liSia a riadia

sa ur¢itym pravdepodobnym, Statistickym rozdelenim tvoriacim pravdepodobnostny systém.

a | b L dx
e, 5y
kE_ﬂ p— ITI =
3 g

R P : S,

' R
g

Obr. 2. Grafické znazornenie chyb merania (vysvetlenie v texte).
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Uvedené druhy chyb ovplyviiuju presnost’ merani, t. j. opakovatelnost’ po sebe nasledujucich
(paralelnych) merani, ich spravnost’, teda zhodnost’ so skuto¢nou hodnotou meranej veli¢iny
€, resp. odl'ahlost’ jednotlivého vysledku zo série opakovanych merani. Vysledky presné a
spravne, t.j. spol'ahlivé sa dobre zhoduju so skutocnou hodnotou veli¢iny & a rozpétie hodnot
R je malé (obr. 2a). Vysledky presné, ale nespravne (zatazené systematickou chybou) su také,
ktoré su sice presné (R je mal¢), ale pozorované hodnoty sa lisia od skuto¢nej hodnoty & (obr.
2b). Vysledky nepresnych merani znazoriiuje obr. 2c¢, z ktorého vidiet’, Ze rozpétie R je prilis
vel'ké. Odlahly vysledok, ktory treba zo suboru merani vylucit' je zndzorneny na obr. 2d.
Vicsina nameranych hodnét je v rozpiti R menSom ako je vzdialenost” odl'ahlého vysledku
merania od & .

Presntl hodnotu & vSak obycajne nepozname. Urcujeme ju pomocou Standardov (referen¢nych
materialov). Tato hodnota by mala byt zbavena systematickej chyby. Tiez je vSak zatazena
Statistickymi chybami. Praktické zistovanie rozloZenia chyb je pomerne naro¢né, preto sa
uspokojujeme s ich vyjadrenim pribliznymi hodnotami (odhadom), to znamena z podstatne
menSiecho mnoZstva opakovanych merani. Najjednoduch§im odhadom byva aritmeticky
priemer nameranych hodnét, ktory vypocitame tak, Ze sucet hodndt vSetkych opakovanych
merani delime po¢tom merani:

_ XXy Xy X
n

Z aritmetického priemeru je potom mozné vypocitat’ smerodajnii odchylku podl'a vztahu:

Takto vypocitand Statisticka charakteristika sa nazyva odhadom absolutnej hodnoty
smerodajnej odchylky jednotlivého merania. Absolutne chyby neddvaju vzdy dostatoény obraz
presnosti merani. Preto pouzivame ich relativne hodnoty. Zo smerodajnej odchylky sy (tiez
SD) mézeme vypocitat' obojstranny interval spolahlivosti L; , pricom indexy 1,2 znamenaju
jeho hornu a dolnu hranicu pre prislusnu, 'ubovolne zvolenu hladinu vyznamnosti, a to podla

vzt'ahu:

Ll,2 =X=x tl—a/Z

.(n—l).%
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kde statisticky koeficient t1.o2 je tabul’kova hodnota Studentovho rozdelenia, n-1 je prislusny
pocet stuptiov vol'nosti (tab. 1). Interval spolahlivosti L predstavuje také rozpitie R, v ktorom
lezia vysledky merania aritmetického priemeru x s pravdepodobnostou (1-at).

Grafické zndzornenie vysledkov merani je menej presné nez numerické, ale ovel'a ndzornejsie.
Preto pri viacerych pokusoch je vhodné uviest’ vysledky aj graficky. NajCastejSie sa vyuziva
dvojsuradnicové zobrazenie. Na os x (abscisa) sa nanaSa nezdvisle premennd a na os y
(ordinata) veli¢ina zavisle premenna. Mierku volime tak, aby priamka alebo krivka bola

priblizne pod 45° uhlom.

Tab. 1. Kvantily Studentovho rozdelenia pre 1-a/2 = 0,975

n-1 0,975 |n-1 (0975 |n-1 0,975
1 12,706 |13 2,160 |25 2,060
2 4,303 |14 2,145 |26 2,056
3 3,182 |15 2,131 |27 2,052
4 2,776 |16 2,120 |28 2,048
5 2,571 |17 2,110 |29 2,045
6 2,447 |18 2,101 |30 2,042
7 2,365 |19 2,093

8 2,306 |20 2,086 |40 2,021
9 2,262 |21 2,080

10 2,228 |22 2,074 |60 2,00
11 2,201 |23 2,069 [120 |1,980
12 2,179 |24 2,064 |oo 1,960
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D. Navody k pokusom

1. Analyza rastlin

1.1 Stanovenie obsahu vody a susiny v rastlinnom materiali

Princip: Obsah vody v rastline a v jej organoch kolise v Sirokom rozmedzi. Zvysok tela rastlin
po odpareni vody tvori susinu. Spdsob susenia zavisi od materialu a ucelu. Rastliny obsahuju
prchavé latky a tiez latky, ktoré sa pri vysSich teplotdch rozkladaji. VysuSené rastliny st
hygroskopické a obsah vody zdvisi od podmienok uskladnenia. Vysledky réznych analyz
rastlin vztahujeme najcastejSie na susinu stanovenu vysusenim do konStantnej hmotnosti pri
105 °C.

Pomdcky: analytické vahy a predvazky, suSiaren, exsikator, hlinikové odvazovacky, klieste.
Material: Cerstvé alebo suché rastliny.

Postup: styri odvazovacky s vrchnadkmi vysuSime pri 105 °C a po vychladeni v exsikatore (asi
10 minut) ich presne zvazime. Potom do kazdej odvazovacky vlozime asi 1 g rastlinného
materialu, uzatvorime vrchndkom a zvazime. OdvaZovacky vloZime do nahriatej suSiarne,
vrchnaky odkryjeme. V pripade ak rastlinny material ma vysoky obsah vlhkosti predsusime ho
pri 80 °C, potom zvySime teplotu na 105 °C. Odvazovacku pomocou kliesti prikryjeme a
vlozime do exsikatora. Po odvéazeni suSime znova asi 20 minat a zopakujeme vazZenie. Ak sa
hmotnost’ nezmenila (+ 0,1 mg) dosiahli sme konStantnii hmotnost. V opa¢nom pripade
pokracujeme v suSeni d’alej.

Vyhodnotenie: Vypocitame percento susiny.

1.2 Sacharidy

1.2.1 Dokazové reakcie sacharidov

Sacharidy v zelenych rastlindch st produktmi fotosyntézy a tvoria zéklad energetického
metabolizmu. Predstavuju tiez hlavny stavebny material rastlinnych buniek a pletiv. Mono- a

oligosacharidy sa obvykle akumulujt v rastlinnych plodoch.
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1.2.1.1 Priprava extraktu vol'nych sacharidov

Pomaocky: roztieracka, sklend tycinka, lievik, kadicky, vahy

Material: rastlinné plody (jablka, hrusky).

Postup: Navazime asi 5 g rastlinnych plodov a dokonale rozotrieme, potom sacharidy
vyluhujeme asi 30 ml teplej vody. Vyluh homogenatu filtrujeme a filtrat pouzijeme na

dokazové reakcie.

1.2.1.2 Dékaz redukujucich sacharidov v extrakte (Fehlingova skuska)

Princip: Volna poloacetdlova hydroxylova funkénd skupina sacharidov sa vyznacuje
redukénymi vlastnostami.

Pomocky: skimavky, drziak na skimavky, vodny kupel’.

Material: vyluh sacharidov (podla ulohy 1.2.1.1), roztok Fehling I (40 g CuSO, . 5H,0
v 1000 ml vody), Fehling 1l (200 g vinanu sodnodraselného a 150 g NaOH v 1000 ml vody),
10% roztok sacharozy.

Postup: Fehlingov roztok pripravime kratko pred reakciou zmieSanim rovnakych objemov
roztokov Fehling I a II. K 2 ml vyluhu sacharidov a k 2 ml roztoku sachar6zy v d’alSej
skimavke priddme rovnaké mmnozZstvd Fehlingovho roztoku. Roztoky v skumavkach
zahrejeme vo vodnom kupeli do varu. Za pritomnosti redukujucich latok sa Cu®* redukuje a

vyzraza ako Cu0 (Cervenohneda zrazenina).

1.2.1.3 Tymolova skuska

Material: vyluh sacharidov, 3% etanolovy roztok tymolu, konc. HCI, krystalicky NaCl.
Princip: Sacharidy sa v prostredi silnych mineralnych kyselin menia na fural a jeho derivaty,
ktoré reaguju s tymolom, pri¢om pozorujeme karminové zafarbenie.

Postup: K 0,5 ml vyluhu v skimavke pridame niekolko kvapiek roztoku tymolu, 5 ml
koncentrovanej HCI a niekol’ko krystalov NaCl. Obsah skiimavky zahrejeme.

1.2.1.4 Molischova reakcia

Material: vyluh sacharidov, 10% etanolovy roztok a-naftolu, konc. H,SO,.
Princip: Sacharidy v prostredi kyseliny sirovej reaguju s a-naftolom a davaju intenzivne

fialové zafarbenie. Po zriedeni sa vyluci fialova zrazenina.
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Postup: K 1 ml vyluhu pridame 2 kvapky roztoku a-naftolu, podvrstvime 2 ml
koncentrovanej kyseliny sirovej. Pozorujeme fialovy prstenec, po premieSani fialové

zafarbenie celého roztoku.

1.2.1.5 Selivanova reakcia

Material: vyluh sacharidov, 1% roztok glukézy, 1% roztok fruktézy, HCI (1:3), rezorcin.
Princip: V prostredi kyseliny chlorovodikovej sa ketézy menia na 5-hydroxymetylfural, ktory
reaguje s rezorcinom a ddva Cervené zafarbenie. Alddzy s rezorcinom nereaguju.

Postup: K 2 ml roztokov cukrov v skimavkach pridame 2 ml HCI (1:3), nieckol’ko krystalov

rezorcinu a zahrejeme.

1.2.1.6 RozliSenie pent6z od hexdz

Material: vyluh sacharidov, 10% roztoky arabindzy, xylozy, glukézy, fruktdzy, sachardzy,
zriedena HCI (1:3), floroglucin.

Princip: Pésobenim HCI z pentdz vzniké fural, ktory s floroglucinom dava visiiovo cervené
zafarbenie. Hexdzy sa menia na derivaty furalu, ktoré v tejto reakcii davaju ZIté zafarbenie.
Postup: K roztokom cukrov (asi po 1 ml) v skimavkach pridame rovnaky objem HCI (1:3) a

niekol’ko krysStalov floroglucinu a zahrejeme.

1.2.1.7 Bialova reakcia na dokaz pent6z

Pomdécky: skimavky.

Material: vyluh sacharidov, 10% roztoky arabindzy, xylozy, glukozy, fruktdzy, sacharozy,
Bialov roztok (1,5 g orcinolu rozpustime v 500 ml konc. HCIL, priddme 20 az 30 kvapiek 10%
FeCls).

Princip: Fural, ktory vznikd z pent6éz v silne kyslom prostredi, dava s aromatmi farebny
derivat so Sirokym absorpénym pasom okolo 670 nm a uzkym okolo 610 nm. Hexdzy takéto
absorp¢né spektrum nedavaju.

Postup: Do skimaviek napipetujeme po 0,5 ml roztokov sacharidov. Priddme 0,5 ml Bialovho
roztoku a kratko zahrejeme na vriacom vodnom kupeli. Vznikne tmavozelené zafarbenie

dokazujtce pritomnost’ pentdzy.
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Vyhodnotenie: Do protokolu zapiSeme vysledky jednotlivych reakcii a urobime ¢iastkové
zavery o pritomnosti alebo vlastnostiach latok v analyzovanych vzorkach. Zhrnieme vysledky

reakcii pre vyluh a urobime zaver o tom, ktory cukor je dominantny v jablkach.

1.2.2 Kvantitativne stanovenie rozpustnych cukrov podl’a Bertranda

Princip: Redukujtice sacharidy z Fehlingovho roztoku vyredukuji Cu;0O. Jeho mnozstvo
stanovime po rozpusteni titraciou 0,02 M KMnOQO,. Po hydrolyze oligosacharidov pomocou
HCI stanovime celkovy obsah rozpustnych sacharidov. Obsah neredukujticich sacharidov je
dany rozdielom mnozstva rozpustnych a redukujicich cukrov vynasobeny koeficientom 0,95,
¢im korigujeme ziskani hodnotu o molekulu vody.

Pomdcky: roztieracka, 100 ml odmernd banka, 250 ml titrané banky, centrifugaéné
skamavky, kadicka, pipety, centrifiiga, byreta.

Material: rastlinné plody, 10% octan olovnaty, Fehlingov roztok I a II, roztok siranu
zelezitoamonneho (50 g siranu zelezitoamonneho a 108 ml konc. H,SO4 v 1000 ml vody),
0,02 M KMnOjy (faktorizovany), 0,05 M H,SO,, konc. HCI, K;COs.

Postup: 20 g rastlinnych plodov rozotrieme v roztieracke, priddme 0,5 ml octanu olovnatého
na vyzrazanie bielkovin a kvantitativne premyjeme horticou vodou do 100 ml odmernej
banky. Doplnime destilovanou vodou po znatku a dokladne premiesame. Roztok
prefiltrujeme cez suchy filtraény papier do suchej kadicky. Z filtratu pipetujeme do 6
centrifugacnych skiimaviek po 2 ml. Tri pouzijeme na stanovenie redukujtcich sacharidov a
tri na stanovenie mnozstva rozpustnych cukrov po hydrolyze. Do sktimaviek, v ktorych st
vzorky na hydrolyzu oligosacharidov, pridame po 0,5 ml konc. HCI a varime na vodnom
kapeli 15 mintt. Po ochladeni skimaviek zneutralizujeme ich obsah K,COj3, ktory priddvame
po malych mnoZstvach, kym neprestane uvol'iovanie bubliniek CO,. Dalsi postup je spoloény
aj pre nehydrolyzované vzorky. Do skiimaviek priddme po 5 ml Fehlingovho roztoku
(pripravime zmieSanim rovnakych dielov roztokov Fehling I a II), premieSame a skiimavky
ponorime na 20 minut do vriaceho vodného kupela. Skimavky ochladime, vyvazime a
centrifugujeme 5 minat pri 2000 otdckach za minttu. Kvapalinu nad zrazeninou Cu,0 opatrne
zlejeme, do skiimaviek priddme po 4 ml hortcej vody, zrazeninu zvirime a centrifugujeme.
Vodu zlejeme a zrazeninu rovnako premyjeme este raz. Po druhom premyti a centrifugacii

zlejeme supernatant a sediment v skumavke rozpustime Vv 10 ml roztoku siranu
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zelezitoamonneho a kvantitativne prenesieme do 250 ml titraénej banky. Centrifuga¢na
skimavku tri razy vyplachneme 5 ml 0,05 M H,SO, a kyselinu vlievame do tej istej titracnej
banky. Obsah banky titrujeme 0,02 M KMnOy do slabo ruzového zafarbenia, ktoré musi byt
stale aspoil jednu minutu.

Vyhodnotenie: Zo spotreby 0,02 M KMnO, vypocitame celkové mnozstvo sacharidov v 2 ml
extraktu podl'a vzt'ahu:

mg invertnych sacharidov = ml 0,02 M KMnOy. f . 3,3042

Vysledok uvedieme ako percento redukujtcich aneredukujucich sacharidov v cerstvej

hmotnosti hodnoteného rastlinného materialu.

1.2.3 Stanovenie redukujucich sacharidov podl’a Somogyiho a Nelsona

Princip: VolI'nad poloacetalova hydroxylova skupina sacharidov sa vyznacuje reduk¢énymi
vlastnostami. Pri zahrievani tychto tzv. redukujucich sacharidov s med’natym komplexom
obsiahnutym v Somogyiho roztoku sa vylucuje oxid medny. Jednomocnou medou oxidu
medného sa redukuje arzénomolybdénova kyselina (Nelsonov roztok) za vzniku modrého
zafarbenia. Na zaklade jeho intenzity sa mnozstvo redukujucich sacharidov stanovi
spektrofotometricky pri vinovej dizke 710 nm.

Pomdécky: vodny kupel, varna banka, spitny chladi¢, roztieradka s ti¢ikom, 50 ml odmerna
banka, centrifuga¢na skumavka, kalibrované skumavky, pipety, analytické vahy, centrifiga,
spektrofotometer.

Material: suSené hrozienka alebo Cerstvé jablko, glukéza p.a., Somogyiho roztok | (12 g
Na,CO3;, 8 g NaHCOs, 6 g vinanu sodnodraselného, 72 g Na,SO, na 400 ml vody),
Somogyiho roztok Il (8 g CuSO4.5H,0 a 72 g Na,SO4 do 400 ml vody), roztoky lall sa
zmiesaju pred pouzitim v pomere 4:1, Nelsonov roztok [25 g (NH4)2M00O, rozpustime v 450
ml vody, pridame 21 ml konc. H,SO,, potom pridame roztok 3 g Na;HAsO,.7H,0 v 25 ml
vody. Roztok nechame dozriet’ 48 hodin pri 37 °C a uchovavame v tmavej flasi.]

Postup: Vodny extrakt sacharidov pripravime z priblizne 50 mg hrozienok alebo 500 mg
jablka (presni hmotnost’ zaznamename). Material zahrievame vo varnej banke s 5 ml
destilovanej vody vo vriacom vodnom kupeli pod spitnym chladicom 20 minut. Potom ho
zhomogenizujeme v roztieracke a spolu s obsahom varnej banky kvantitativne prenesieme do

centrifugacnej skimavky. Nechame stat’ aspont 30 minut, potom centrifugujeme 15 minut pri
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3000 otackach za minutu. Supernatant prenesieme do 50 ml odmernej banky. Sediment znovu
premyjeme dvakrat s 5 ml teplej vody, centrifugujeme, supernatanty spojime a objem extraktu
v odmernej banke doplnime na 50 ml. Na farebnu reakciu pipetujeme do kalibrovanych
skamaviek po 0,1 ml (prip. 0,05 ml) extraktu v troch opakovaniach. Priddme 2 ml Somogyiho
roztoku, premieSame a 20 minat zahrievame vo vriacom vodnom kupeli. Po ochladeni
pridame 1 ml Nelsonovho roztoku, doplnime destilovanou vodou na celkovy objem 10 ml a
premieSame. Nechame stat’ aspon 30 minit a opakovane pretrepavame kvoli odstraneniu
vznikajucich bubliniek. Spektrofotometricky zistime absorbanciu pri vinovej dizke 710 nm.
Meriame oproti slepému roztoku, ktory pripravime rovnakym spdsobom, ale bez extraktu
sacharidov, tj. pocnuc napipetovanim 2 ml Somogyiho roztoku. Obsah sacharidov
vyhodnotime s vyuzitim kalibra¢nej krivky pre glukézu. Krivku zhotovime z hodndt
absorbancie roztokov glukézy (30, 60, 90, 120 a 150 ug na skimavku) zistenych po reakcii so

Somogyiho a Nelsonovym roztokom.

Vyhodnotenie: Po zohl'adneni navazku rastlinného materialu a pouzitého riedenia extraktu
a glukozy vypocitame obsah redukujicich sacharidov a vyjadrime ho v % z hmotnosti

suchého resp. Cerstvého rastlinného materialu.

1.2.4 Hydrolyza celulézy

Princip: Molekula Strukturneho polysacharidu celulézy pozostava z molekul glukozy
viazanych B-D-glukozidovou vdzbou. Kyslou hydrolyzou sa tato védzba Stiepi, pricom vznika
glukodza.

Pomdécky: kadicka, sklend ty¢inka, skimavky, vodny kupel’, univerzalny indikatorovy papier.
Material: vata, konc. H,SO,4, NaOH (pevny).

Postup: Do kadicky nalejeme 5 ml koncentrovanej H,SO4 a za staleho miesania a chladenia
pridavame postupne asi 0,5 g vaty. Roztok nesmie zhnednut’ (karamelizovat’). Po rozpusteni
celulézy roztok za staleho miesania vlejeme do 20 ml vody. Cast’ zriedeného roztoku celulozy
nalejeme do skimavky a 10 az 15 minut hydrolyzujeme na vodnom kupeli. Po ochladeni asi 2
ml hydrolyzatu opatrne zneutralizujeme pevnym NaOH. V hydrolyzate urobime Fehlingovu a
Selivanovu skusku (podla tlohy 1.2.1.2 a 1.2.1.5).

Vyhodnotenie: Na zaklade vysledkov skusok hydrolyzatu urobime zaver o zlozeni celulézy

a jej vlastnostiach.
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1.2.5 Stanovenie sacharidov v rastlinnych plodoch metodou HPLC

Princip:  V rastlinnych plodoch sa akumuluji mono- aoligosacharidy. Pomocou
vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie rozdelime sacharidy na jednotlivé latky, ktoré
pomocou refraktometrického detektora identifikujeme ako samostatné piky. Velkost piku je
priamo umerna koncentracii sledovane;j latky.

Pomocky: 100 ml varna banka, 50 ml odmerna banka, chladi¢, vodny kupel, kvapalinovy
chromatograf (izokratickd pumpa, slu¢kovy davkovag, refraktometricky detektor, kolona
150x3,3 mm Separon SIX NH,).

Material: rastlinné plody (hrozienka, hruska), 75% etanol, odvzduSnend mobilna faza
acetonitril:voda (49:1).

Postup: Navazime 500 mg narezanych rastlinnych plodov a extrahujeme v 100 ml varnej
banke 15 ml 75% etanolu (trikrat) po 20 mintt na vodnom kupeli pod spatnym chladi¢om.
Extrakty zlievame do 50 ml odmernej banky a po ochladeni doplnime na presny objem.
Stcasne pripravime kvapalinovy chromatograf na analyzy. Zapneme refraktometer, ktory
nechame stabilizovat’ asi 30 minut. Potom zapneme pumpu apo ustileni prietoku (0,2

ml.min.?) zapneme zapisovat. Podla navodu

priloZeného k pristroju nastavime nulovu hodnotu

refraktometra. Ak je zakladn4 linia na zapisovaci
rozp. 3 . o . . o«
stala, pomocou sluckového davkovaca

2| 4 5 nadavkujeme analyzovant vzorku (20 ul).

Jednotlivé sacharidy identifikujeme na zaklade

retencnych ¢asov Standardnych latok (obr. 3).

tR(min)

. . Vyhodnotenie: 'V analyzovanych  vzorkach
0 10 20 30

Obr. 3. Chromatogram sacharidov vyhodnotime grafickou  metodou obsah

po rozdeleni HPLC. jednotlivych sacharidov a vysledky vyjadrime ako g
1 —xyloza, 2 — arabinoza; 3 — , . , .,
fiu k)gztzlz‘a 4 ngZZZZ{O; Ci sacharéza glukézy a fruktézy v 100 g suchych rastlinnych

plodov
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1.3 Bielkoviny a enzymy

1.3.1 Stanovenie aminokyselin ninhydrinovou metodou

Princip: Vol'né aminokyseliny su dolezitym substratom pre syntézu bielkovin, ako aj pre iné
metabolické procesy. Extrahujeme ich z homogenizovaného rastlinného materialu 80%
metanolom. Ich celkovy obsah stanovime kolorimetricky po farebnej reakcii s ninhydrinovym
roztokom.

Pomocky: kadicky, pipety, centrifugaéné skumavky, centrifiga, odmerné skumavky, filtracny
papier, trecia miska, vahy, vodny kupel’, spektralny kolorimeter

Material: listy muskatu, alebo korene kukurice, 80% metanol, 0,8 M citratovy tlmivy roztok
(s NaOH) pH 4,8, ninhydrinovy roztok (0,575 g ninhydrinu rozpustime v 50 ml cistého
etanolu, 0,2 g kyseliny askorbovej rozpustime v 20 ml vody, potom oba roztoky zmieSame,
roztok musi byt Cerstvy).

Postup: Rastlinny material (0,2 g) zhomogenizujeme v trecej miske s5 ml 80% metanolu
a kvantitativne prenesieme do centrifugacnej skimavky. Roztok centrifugujeme 10 min. pri
6000 otackach za minutu, aby sme sa zbavili zvySkov korenov. Do Cistej skumavky
napipetujeme 1 ml extraktu (v pripade listov muskatu najprv zriedime extrakt v pomere 1:4),
pridame 0,5 ml citratového tlmivého roztoku a 2 ml ninhydrinového roztoku a zamieSame.
Roztok inkubujeme 20 minat vo vodnom kupeli pri 70 °C. Po ochladeni doplnime vzorky na
10 ml s 60 % etanolom. Absorbanciu meriame na spektralnom kolorimetri pri vinovej dizke
570 nm. Na kalibraciu méZeme pouzit 1 mM glycin. Na zostrojenie kalibracného grafu
pridavame 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1 ml glycinu a roztoky doplnime vodou na 1 ml. Dal$i postup
je rovnaky ako pri vzorkach. Zo ziskanej absorbancie si nakreslime kalibra¢nu krivku.
Vyhodnotenie: Pomocou kalibracnej krivky si vypocitame mnozstvo aminokyselin vo

vzorkach. Vysledok vyjadrime v umol vol'nych aminokyselin na gram Cerstvej hmotnosti.
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1.3.2 Stanovenie prolinu v rastlinach podl’a Batesa

Princip: Prolin (Pro) je z chemického hladiska unikatna aminokyselina, pretoze jeho
molekula obsahuje cyklicky pyrolidinovy postranny retazec. Prolin je pomerne rozsirenou
aminokyselinou v organizmoch. K akumulécii voI'ného prolinu v bunkéch rastlin dochadza
Vv pripade abiotického i biotického stresu. Pritomnost’ tazkych kovov v bunkach rastlin je tiez
déovodom jeho zvySenej akumulacie. Prolin je pravdepodobne osmotikom a regulaénym
signdlom sucasne. Zabezpecuje ochranu enzymov, biologickych membran a polyribozémov.
Prolin sa zucastiiuje detoxifikacie tazkych kovov tak, Ze s nimi vytvara komplexy. Vd’aka
tomu sa Vv zivych rastlinnych bunkéch udrzuje pomer NADP*/NADPH pocas trvania stresu na
urovniach porovnatel'nych pre metabolizmus bunky nevystavenej ucinku stresu. Detekcia
prolinu je zalozena na reakcii ninhydrinu s aminokyselinami. Napriek interferencii ostatnych
aminokyselin s ninhydrinom je tato metodika pomerne Specificka, pretoZze vplyvom stresu sa
obsah volného prolinu zvySuje podstatne viac ako je tomu pri inych volnych
aminokyselinach. Detekény limit metodiky je v rozsahu 0,1 az 36 umol vol'ného prolinu.

H
<_ _OH

L

@]

prolin
Pomécky: plastové skimavky (50 ml a 15 ml), pipety, trecie misky s tigikmi, centrifiga,
spektrofotometer
Material: stielky diskovky bublinatej (Hypogymnia physodes L. Nyl.), l'adova kyselina
octova, kysly ninhydrin (pripravime rozpustenim 1,25 g ninhydrinu v 30 ml 'adovej kyseliny
octovej a 20 ml 6 M kyseliny fosforeénej za zvysenej teploty, roztok je stabilny pri teplote 4°C
priblizne 24 hodin), 3% kyselina sulfosalicylova, toluén, Standard prolinu, inertny morsky
piesok
Postup: Stielky diskovky bublinatej (priblizne 100 mg suchej hmotnosti) ponorime na 24
hodin do 50 ml roztoku 5 mM HEPES tlmivého roztoku v plastovych skimavkach (kontrola)
a do 50 ml roztokov 100 a 500 uM Cu pripravenych v 5 mM HEPES. Med’ dodavame ako
CuSQq. Rastliny umiestnime do kultivacnej miestnosti.
Stielky lisajnika (0,25 — 0,5 g Cerstvej hmotnosti) mierne osusime na filtraCnom papieri
a homogenizujeme inertnym morskym pieskom v trecej miske s pridavkom 5 ml 3 % kyseliny

sulfosalicylovej (vyzrazanie proteinov). Homogenat prenesieme do centrifugacnej skimavky
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a centrifugujeme 20 minut (3000 rpm). Supernatant (2 ml) zmieSame s 2 ml 'adovej kyseliny
octovej a 2 ml kyslého ninhydrinu (zasobny roztok). Zmes premieSame a zahrievame 1 hodinu
pri teplote 90 az 100 °C. Reakciu, ktorti sprevadza tvorba farebného komplexu zastavime
ponorenim skimaviek so vzorkami do 'adového ktipel'a. Po ochladeni vzoriek pridime do
kazdej sktimavky 4 ml toluénu. Pouzitim vortexu (20 az 30 sekund) prechadza farebny
komplex do toluénu. Obsah prolinu stanovujeme spektrofotometricky pri vinovej dizke 520
nm, oproti toluénu. Prolin pouzivame ako Standard na vytvorenie kalibracnej krivky.

Vyhodnotenie: Obsah prolinu vo vzorkach prepoc¢itame na jednotky suchej hmotnosti stielok.
Vysledky uvedieme v tabul’ke. Porovname vplyv zvySenej koncentracie medi na obsah prolinu

v stielkach lisajnika.

1.3.3 Kvalitativne reakcie zasobnych bielkovin

Princip: V zasobnych orgénoch rastlin st ulozené bielkoviny so Specifickymi vlastnost’ami.
Najcastejsie ich charakterizujeme rozpustnostou. Napriklad lepok pSenice je vo vode
nerozpustny a su V iom zastupené prolaminy rozpustné v 70% alkohole a gluteliny rozpustné

v zriedenych roztokoch hydroxidov.

1.3.3.1 Priprava bielkovinového extraktu

Pomaocky: kadicky, sklené ty€inky, filtracny lievik, roztieracka.

Material: rozomleté semena hrachu siateho (Pisum sativum L.), pSeni¢na mutka, 10%
(NH3)2S0O4, 70% etanol, 0,2% NaOH.

Postup: 5 g rozomletych semien hrachu extrahujeme v kadicke v 50 ml 10% (NH,4),SO. a
nechame usadit. Pred pouzitim prefiltrujeme. Z pSeni¢nej muky pripravime husté cesto.
Miesenim cesta v gdze medzi prstami pod te€ucou studenou vodou odstranime vymyvatel'né
zlozky a ziskame lepok. Polovicu lepku rozpustime v 50 ml 70% etanolu, druht polovicu v 50
ml 0,2% NaOH. V nasledujtcich tlohach, pri jednotlivych ddkazoch, pouzijeme kazdy

Z troch extraktov.
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1.3.3.2 Zrazanie bielkovin

Princip: Nativne vlastnosti bielkovin sa ireverzibilne menia denaturdciou. Mozno ju vyvolat’
zahrievanim, pridanim kationov tazkych kovov, pripadne d’alSich latok a pod.

Pomocky: skimavky, vodny kapel’.

Materidl: extrakty bielkovin (podla tlohy 1.3.3.1), konc. CH3COOH, NaCl kryst., metanol,
10% (CH3COO),Pb, 10% K4Fe[CN]s.

Postup: Do troch skimaviek dame asi po 2 ml z prvého extraktu, do d’al$ich troch z druhého
ado poslednych troch ztretieho extraktu. V deviatich skimavkach urobime nasledujtce
reakcie:

a) do prvych troch skimaviek s réznymi extraktmi pridame po kvapke kyseliny octovej a
zahrejeme. K vyzrdzanym bielkovindm pridame niekolko kryStalov NaCl a 5 ml metanolu.
Bielkovina sa vyvlockuje.

b) do dalsich troch pridime dvojnasobny objem 10% (CH3COO),Pb. Bielkoviny vytvoria
nerozpustnll zrazeninu.

c) do poslednych troch pridame 10% K4Fe[CN]s a nickolko kvapiek kyseliny octove;.

Bielkoviny sa vyzrazaju.

1.3.3.3 Farebné reakcie bielkovin

Princip: Funkéné skupiny a iné zloZzky bielkovin (-NH,, fenolova skupina, indolové jadro,
tiolova skupina a 1.) reaguju s organickymi farbivami a ionmi za vzniku charakteristického
zafarbenia.

Pomadcky: skimavky, vodny kupel.

Material: extrakty bielkovin (podla tilohy 1.3.3.1), Millonov roztok (40 g kovovej ortuti sa
rozpusti v 57 ml koncentrovanej HNO3 najprv za studena, potom zahrievanim na vodnom
kupeli. Roztok zriedime vodou 1:2), koncentrovana HNO3, 20% NaOH, 1% CuSO,, vodny
roztok amoniaku, 5% (CH3COOQ),Pb, 50% NaOH, 0,1% etanolovy roztok ninhydrinu, konc.
H2SO4, konc. CH3COOH, 30% CH3;COOH

Postup: Vsetky pouzivané skimavky umyjeme a oplachneme destilovanou vodou.
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a) Millonova reakcia
Do skamavky nalejeme asi 1 ml Millonovho roztoku a podvrstvime rovnakym objemom
extraktu. Vznikne cCervenkasty prstenec na rozhrani roztokov, po =zahriati cely roztok

scervenie. Pozitivna reakcia dokazuje pritomnost’ tyrozinu v molekule bielkoviny.

b) Biuretova reakcia
K 1 ml extraktu pridame 1 ml 20% NaOH a 1 az 2 kvapky 1% CuSO4. Vznikne fialové
zafarbenie, ktoré je dokazom pritomnosti peptidovej vézby v bielkovinach. Reakcia je

zaloZend na tvorbe tetraamoniovej soli s komplexne viazanou medou.

¢) Xantoproteinova reakcia

Do skimavky nalejeme asi 1 ml extraktu bielkovin, priddme 5 az 6 kvapiek koncentrovane;j
HNO;3; a opatrne zahrejeme. Po ochladeni pridavame vodny roztok amoniaku do vzniku
Zltkastého zafarbenia. Aromatické aminokyseliny (tyrozin, tryptofan, fenylalanin) tvoria zIto

sfarbené nitroderivaty, ktoré po zalkalizovani roztoku menia zafarbenie.

d) Ninhydrinova reakcia
K 1 ml etanolového roztoku ninhydrinu priddme 2 ml extraktu bielkovin a povarime. Roztok
lepku v 0,2% NaOH pred povarenim zneutralizujeme pridanim kvapky 30% kyseliny octovej.

Ninhydrin reaguje s vol'nymi aminoskupinami za vzniku intenzivneho modrého zafarbenia.

e) Adamkiewiczova reakcia
K 3 ml extraktu bielkovin priddme 1 ml koncentrovanej CH;COOH a dobre zamieSame. Po
stene skiimavky opatrne nalejeme 1 ml koncentrovanej H,SO,. Cervenofialovy prstenec na

rozhrani roztokov dokazuje pritomnost’ tryptofanu v analyzovanej bielkovine.

f) Reakcia na siru v bielkovinach

K 3 ml bielkovinového extraktu pridame nickol'ko kvapiek 5% (CH3COO),Pb. Zrazeninu
rozpustime pridavanim 50% NaOH. Po opatrnom zahriati sa vytvori hnedé¢ az Cierne
zafarbenie, pripadne zrazenina PbS.

Vyhodnotenie: Do protokolu uvedieme vysledky jednotlivych reakcii s extraktmi bielkovin.
Urobime zaver o pritomnosti zasobnych bielkovin v sledovanych vzorkach. Vysvetlime

vyznam peptidovej vizby a dévod pritomnosti siry v bielkovinach.
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1.3.4 Stanovenie rozpustnych proteinov podl’a Bradfordovej

Princip: Farbivo Coomassie blue (pomenované podl'a mesta Kumasi v africkej Ghane) bolo
povodne vyvinuté na farbenie viny. Dr. Marion Bradfordova (1976) zistila, Ze proteiny
V kyslom prostredi reaguja s tymto farbivom, priCom sa meni povodné cervenkasto-hnedé
sfarbenie (maximum absorbancie pri 465 nm) na modré (maximum absorbancie pri 610 nm)
Vv zavislosti od mnozstva proteinov v prostredi. Rozdiely medzi oboma formami farbiva su
najlepsie viditelné pri vinovej dizke 595 nm. Pouzitie tejto metodiky umozZiiuje stanovenie
proteinov v intervale koncentracii od 100 do 1500 pg/ml. Farebnd reakcia je pomerne rychla
a komplexy proteinov s farbivom su stabilné v ¢ase od 5 do 60 minut, ¢o umoznuje stanovenie
koncentracie proteinov aj v pomerne velkej sérii vzoriek (obr. 4). Volné aminokyseliny,
peptidy a proteiny s nizkou molekulovou hmotnostou s farbivom nereaguji, minimalna
relativna molekulovd hmotnost’ proteinov stanovovanych pouZitim tejto metodiky je 3 kDa a
viac. Touto metédou je mozné stanovit’ obsah rozpustnych proteinov v nizsich aj vyssich
rastlindch a je moZzné porovnavat’ aj obsah rozpustnych proteinov v jednotlivych organoch

vysSich rastlin (napr. koren, resp. nadzemna Cast’ rastliny).

cot CHy HyC o
Protein == @*Hﬁ.—ﬂ ¢ H—CHy Q
Malys @ 50,
HH

0czH,,

Coomassie
G250

A 595 nm

Farebny komplex

Obr. 4. Reakcia proteinu s Bradfordovej roztokom.

Pomécky: mikroskimavky (eppendorfky) 2 ml, trecie misky s ti¢ikmi, pipety, plastové
skamavky (50 ml), chladena centrifuga, spektrofotometer

Material: zivé rastliny (kontrolné, ako aj rastliny vystavené vybranému typu abiotického
stresu, napr. nadbytku Cu), inertny morsky piesok, 50 mM fosfatovy tlmivy roztok, l'ad,
Bradfordovej roztok (farbivo Coomassie Brilliant Blue G 250 v zmesi etanolu a kyseliny

fosforecne;j).
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Postup: Stielky liSajnikov, alebo machorastov (priblizne 100 mg suchej hmotnosti)
prenesieme do plastovych skimaviek a ponorime na 24 hodin do 50 ml 5 mM HEPES
tlmivého roztoku (kontrola) a do 50 ml roztokov 100 a 500 uM Cu (ako CuCly) v 5 mM
HEPES. Umiestnime do kultiva¢nej miestnosti.

Po 24 hodinach stielky vyberieme zroztokov pinzetou a mierne osu$ime na filtratnom
papieri. Vzorky homogenizujeme na lade v trecich miskdch v2 ml 50 mM fosfatového
tlmivého roztoku s pridavkom inertného morského piesku. Homogenat prenesieme pipetou do
mikroskiimaviek a centrifugujeme 15 min pri teplote 4 °C (15000 rpm). Na stanovenie
rozpustnych proteinov vo vzorkach pouzijeme 50 pl supernatantu, ktory priddme do 950 pl
Bradfordovej roztoku v spektrofotometrickej kyvete (objem 1,5 ml). Roztoky zmieSame
a nechame stat’ pri laboratdrnej teplote minimalne 5 mintt (farebny komplex je stabilny do 60
minat). Absorbanciu meriame pri 595 nm oproti slepému pokusu (950 pl Bradfordovej
roztoku + 50 pl fosfatového tlmivého roztoku). Hovddzi sérovy albumin pouZijeme ako
Standard na vytvorenie kalibra¢nej krivky.

Vyhodnotenie: Obsah rozpustnych proteinov vo vzorkach prepocitame na jednotky suchej
hmotnosti stielok. Vysledky uvedieme v tabul’ke. Porovname vplyv zvysenej koncentracie
medi na obsah rozpustnych proteinov v stielkach machov, resp. liSajnikov, v zavislosti od

pouzitého rastlinného materidlu.

1.3.5 Analyza rastlinnych bielkovin pomocou polyakrylamidovej gélovej elektroforézy

Princip: Analyza bielkovin je zdkladnou vedeckou metddou v r6znych oblastiach rastlinne;j
aj zivociSnej biologie alebo biomediciny. Polyakrylamidova gélova elektroforéza za
pritomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE) -patri medzi vyznamné techniky, pretoze
umoziuje rozdelit' bielkoviny extrahované z biologickych objektov, porovnavat ich
celkové bielkovinové zloZzenie a odhadnut molekulovii hmotnost  jednotlivych
polypeptidovych retazcov. SDS-PAGE je taktiez prvym krokom pri metode Western blot,
v ktorej jednotlivé polypeptidové retazce moézu byt jednoznacne identifikované pouzitim
Specifickych protilatok. Tieto cvienia zahfiiaji pripravu extraktu, stanovenie rozpustnych
proteinov podl'a Bradfordovej (podrobnosti v tllohe 1.3.4) a ich zdkladnu analyzu pomocou

metody SDS-PAGE.
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1.3.5.1 Priprava extraktov na elektroforézu

Pomaocky: sklenené skimavky, centrifugacné skimavky, trecie misky, pipety, centrifuga,
vahy,

Material: listy a korene kukurice, tekuty dusik, I'ad, extrakény roztok (50 mM Tris-HCl,
pH 7,5+ 0,5 mM EDTA + 27 ul B-merkaptoetanol = 14 mM)

Postup: Odvazime si 0,3 g Cerstvych listov alebo 0,6 g korenov mladych rastlin kukurice.
Vlozime ich do separatnych trecich misiek, pridame tekuty dusik a zhomogenizujeme.
Pridame 1 ml extrakéného roztoku a prenesieme plastovou pipetou do centrifugacnych
skiamaviek. Trecie misky potom eSte dvakrat preplachneme 1 ml extrakéného roztoku,
ktory potom priddme do prislusnych skiimaviek (konecny objem roztoku v skimavkach pre
kazdu vzorku bude teda 3 ml). Vzorky vlozime do centrifigy a centrifugujeme ich 15
minut pri 4000 otackach za min. Supernatant zlejeme do sklenenych skimaviek a vlozime

do nadoby s 'adom.

1.3.5.2 Stanovenie celkovych proteinov

Pomécky: sklenené skimavky, pipety, spektrofotometer

Material: extrakty z rastlin kukurice, albumin z kravského séra (BSA), Bradfordovej ¢inidlo
Postup: Z casovych dovodov budeme tato ulohu robit az dodatocne pocas priebehu
elektroforézy. Z extraktu z listov odoberieme 50 pl do Cistej skimavky a priddme 450 pl
destilovanej vody (finalny objem bude 500 pl, t.j. extrakt sme rozriedili v pomere 1:10).
Extrakty z korefiov neriedime. Pripravime si ¢isté skimavky na stanovenie obsahu proteinov v
extraktoch, ako aj na vytvorenie kalibra¢nej krivky (BSA1 — BSA4). Do jednotlivych
skimaviek budeme pridavat’ roztoky podl'a tabul’ky 2:

Tab. 2. Kalibracia a meranie obsahu bielkovin

Slepy BSA1 BSA?2 BSA 3 BSA 4 riedeny | extraktz
pokus (6 pg) (12 ng) (18 pg) (24 pg) extrakt z | korefiov
listov
destilovana voda 2,4 ml 2,34 ml 2,28 ml 2,22 ml 2,16 ml 2,40 ml 2,37 ml
albumin z kravského - 60 pl 120 180 pl 240 ul - -
séra (BSA) 0,1 pg/ul)
extrakt - - - - - 60 pl 20 ul
Bradfordovej ¢inidlo 0,6 ml 0,6 ml 0,6 ml 0,6 ml 0,6 ml 0,6 ml 0,6 ml
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Po piatich minttach odmerame absorbanciu vzoriek pri vinovej dizke A=595 nm.
Vyhodnotenie: Vytvorime si kalibra¢ni krivku a pomocou nej vypocitame Mnozstvo

bielkovin vo vzorke.

1.3.5.3 Metoda SDS-PAGE

Pomocky: mikroskimavky, vodny kuapel’, zariadenie na elektroforézu, pipety, horizontalna
trepacka, mala centrifiga na mikroskiimavky

Material: extrakty z kukurice, markery pre elektroforézu, butanol, Coomasie Blue R-250
(0,1% v 10% kyseline octovej a 5% metanole), odfarbovaci roztok (10% kyselina octova

a 25% etanol), roztoky pre elektroforézu:

A 30% (m/V) akrylamid
0,45% (m/V) bisakrylamid (rozpustit’ vo vode, filtrovat’ a skladovat’ v tme a chlade)
B. 25% (m/V) akrylamid
2,5% (m/V) bisakrylamid
Tris-HCI 1,875 M, pH 8,8 (22,7 g/100 ml)
Tris-HCI 0,6 M, pH 6,8 (3,63 g/50 ml)
10% (m/V) SDS
10% (m/V) persiran aménny (AMPS) vo vode

@ m m o O

5X roztok pre elektroforézu 1 liter (pH 8,3):
5,09 SDS
159 Tris
72 g glycin
H. 5 X tlmivy roztok pre vzorky:
1gSDS
5 g sachardza
5 ml Tris-HCI 0,6 M, pH 6,8
1 ml bromfenolova modra (7,5 mg/ml)
Doplnit’ na 9 ml, rozdelit’ po 0,45 ml do plastovych skiimaviek a uchovavat zmrazené.
Pred pouzitim je potrebné pridat’ 50 ul B-merkaptoetanolu
I. TEMED (komer¢ny roztok)
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Postup: Zariadenie na elektroforézu premyjeme etanolom. Pripravime si separacny gél (10%

akrylamidu):
Dest. H,0O 3,9mil
Roztok C 2,0ml
Roztok A 4,0ml
Roztok E 0,1 ml
TEMED 6,0 ul
Roztok F 50 ul

Roztok nalejeme medzi dve sklenené platne zariadenia do vysky niekol’kych cm od horného
okraja (zavisi od typu elektroforézy, hladina gélu by mala byt 1-2 cm nizSie ako zasahuje
vsunuty hreben). Povrch zalejeme butanolom, aby sa hladina zarovnala, a nechame
polymerizovat’ aspon hodinu. Ked’ je gél stuhnuty, zlejeme butanol a premyjeme povrch gélu
destilovanou vodou. Zvysky vody odstranime filtracnym papierom tak, aby sme neporusili
povrch gélu.

Pripravime si zaostrovaci (stacking) gél:

Dest. H,0O 3,6 ml
Roztok D 0,5 ml
Roztok B 0,85 ml
Roztok E 50 ul
TEMED 5,0 ul
Roztok F 25 ul

Roztok nalejeme na vrch separacného gélu a vloZime don hreben tak, aby sme pri tom
nevytvorili bubliny. Gél nechame tuhnut' asi 30 minat. Potom vyberieme hreben, povrch

preplachneme destilovanou vodou a nakoniec gél zalejeme roztokom pre elektroforézu.

Pripravime si vzorky do mikroskimaviek zmiesanim 80 pl extraktu a 20 pl 5x tlmivého
roztoku H. Do separatnej mikroskimavky si pripravime 10 pl markerov (obsahujucich
priblizne 10 pg bielkovin). Vsetky mikroskimavky ponorime na 5 mintt do vriacej vody.
Kratko centrifugujeme na mikrocentrifuge. Do jednotlivych komérok pomaly nanesieme 10,
20 alebo 40 pl vzorky, kym modra farba bromfenolovej modrej nedosiahne dno.
Nezabudnime do jednej z komdrok naniest’ roztok s markermi. Elektroforézu nechame bezat
pri napati 60 mV, kym c¢iara bromfenolovej modrej nedosiahne separacny gél. Potom napétie
zvysime na 100 mV a nechame prebichat’ asi 2 hodiny (az kym bromfenolova modra

nedosiahne dno gélu).
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Po skonceni elektroforézy vyberieme gél zo zariadenia a ponorime ho na 30 min. do
farbiaceho roztoku Coomassie Blue R-250 za staleho mierneho pretrepavania. Potom roztok
zlejeme a nadbyto¢né farbivo odstranime odfarbovacim roztokom. Odfarbovaci roztok
nechame posobit’ tak dlho, kym uzke prazky proteinov nebudi zretelne viditeIné, roztok
niekol'kokrat vymenime podl’a potreby.

Vyhodnotenie: Porovname extrakty z listov a korenov. Nachadzaju sa v listoch rovnaké alebo
rozdielne proteiny? Mdze sa jeden protein vyskytovat’ na gély aj na roznych miestach? Pre¢o?
Ktory protein je najviac zastGpeny v listoch? Ur¢ime velkost najvyraznej$icho
polypeptidového retazca na zaklade pouzitych markerov. Vypoclitame relativnu
elektroforeticki mobilitu proteinov (Rf ) ako podiel absolutnej mobility proteinu (w)a
bromfenolovej modrej (uo). Vytvorime si zaznam podla tabulky 3. a zapiSeme jednotlivé
hodnoty. Vytvorime graf, kde nanesieme log M, oproti Rs. Z grafu uréime M, hl'adaného
polypeptidu.

Tab. 3. Vyhodnotenie elektroforézy

Poradie markeru M, log M, p (cm) Ri=p/ o
zvrchu*
1 200 000
2 116 000
3 97 000
4 66 000
5 55000
6 45 000
7 36 000
8 29 000
9 24 000
10 20 000
11 14 200
12 6 500
Bromfenolova modré - 1
Najviac zastipeny
protein v listoch

* moze sa stat’, ze niektoré markery nebudu dostatoéne viditel'né (vytvorené pre Sigmamarkers wide range — markery inych vyrobcov sa

budu viac alebo menej lisit).
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1.3.6 Stanovenie celkového dusika Kjeldahlovou metédou

Princip: Dusik sa v rastlinach vyskytuje v organickej aj v anorganickej forme. Pri stanoveni
celkového dusika vrastlinnych pletivich mineralizujeme suchy rastlinny material
koncentrovanou H,SO, za pritomnosti selénového katalyzatora na pieskovom elektrickom
kapeli. Tymto spoésobom sa dusik uvolni z organickych latok vo forme (NH4),SO4. PO
mineralizécii roztok zalkalizujeme za tepla v Parnasovom-Wagnerovom pristroji a uvolneny
amoniak zachytavame v roztoku HzBOj;. Amoniakovy dusik je mozné stanovit' titraciou
s roztokom H,SO,4. Tato modifikacia metdody neumoznuje stanovit dusi¢nanovy dusik a
heterocyklicky viazany dusik.

Pomdcky: Parnasov-Wagnerov destila¢ny pristroj (obr. 5), 50 ml Kjeldahlove banky, 150 ml

kadicky, pieskovy elektricky kupel’, automaticka byreta, elektromagnetickd miesacka.

Obr. 5. Parnasov-Wagnerov destila¢ny pristroj

1 - varna banka, 2 — chladi¢, 3 — predloha, 4 —

lievik, 5 - reak¢na banka, 6 - vyprazdnovacia

banka

Material. suchy rastlinny material, konc. H,SO,, selénovy katalyzator, 40% NaOH, 0,01M
H,SO,4 (odmerny roztok), 3% H3BOs3, Tashirov indikator (20 ml 0,1% etanolového roztoku
metylCervene a 5 ml 0,1% etanolového roztoku metylénovej modrej zmieSame a uchovavame
v tmavej flasi).

Postup: Zo suchého rastlinného materiadlu navazime trikrat po 0,1 g do Kjeldahlovych baniek.
Priddme malé mnozstvo selénového katalyzatora a 5 ml koncentrovanej HpSO4. Vzorky
spal'ujeme na pieskovom kupeli, az kym nie st Giplne priezracné.

Na dalsi postup pouzijeme Parnasov-Wagnerov pristroj. Pod vyustenie chladi¢a polozime

predlohu, 20 ml 3% H3BO; tak, aby jeho koniec bol ponoreny pod jej hladinu. Cez lievik
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nalejeme do reakénej banky 10 ml zmineralizovanej vzorky a banku, v ktorej bola vzorka, este
dvakrat oplachneme malymi mnozstvami vody, aby sme mineralizat preniesli kvantitativne.
Potom cez ten isty lievik nalejeme 30 ml 40% NaOH a lievik dvakrat preplachneme vodou
pomocou stricky. Uzavrieme vSetky zabrusové kohuty a vzorku vo varnej banke zahrievame
az do varu v elektrickom ohrievaci. Unikajuce vodné pary strhavaji amoniak, prechadzaju cez
chladi¢ a zachytavaju sa v predlohe s H3BOs3. Priemernd doba destilacie je priblizne 20 minut,
pricom je potrebné ziskat’ asi 100 ml destilatu. Kratko pred skoncenim destilacie predlohu
znizime tak, aby kondenzéit volne odkvapkaval a opldchneme ustie chladi¢a. Po ukonceni
varu sa vo varnej banke a reakénej nddobe znizi tlak a obsah reakénej nddoby sa automaticky
odsaje do vyprazdinovacej nadoby. Odtial ho vypustime kohitom. Reakénu nadobu
preplachneme vodou a po ukonceni prace aj vSetky zabrusy. MnoZstvo amoniaku zachyteného
v H3BOs titrujeme odmernym roztokom H;SO4, za pouzitia Tashirovho indikétora. Pouzijeme
automaticku byretu a elektromagneticka miesacku.

Vyhodnotenie: Z byrety od¢itame spotrebované mnozstvo H,SO4 a dosadime do vzorca:

mg N =ml H,SO, . f. 0,28
Takto ziskame mnozstvo dusika (v mg) v nasej vzorke. Vysledky prepocitame na % N v

susine.

1.3.7 Dékaz niektorych enzymov v zemiakovej hl’uze

Princip: Oxidazy a dehydrogenazy, ktoré st pritomné v zemiakovej hluze, davaju s
niektorymi substratmi charakteristické reakcie.

Pomaocky: Petriho misky, pinzeta, vodny kupel’, kadicka.

Material: zemiakova hl'uza, 3% H,0,, 0,5% 3-fenyltetrazoliumchlorid (TTC).

Postup: Zemiakova hl'uzu dokladne umyjeme a odreZeme Sest’ tenkych platkov. Na dokaz
kazdého enzymu pouzijeme dva platky, vzdy jeden Cerstvy a jeden povareny 3 minuty VO
vode. Platky polozime vedl'a seba do Petriho misky.

Tyrozinaza. Cerstvy disk na vzduchu zhnedne. Tyrozinaza oxiduje aromatick(i aminokyselinu
tyrozin.

Katalaza. Zemiakové disky polejeme 3% H,O,. Aktivita enzymu sa prejavi uvolfiovanim

plynného kyslika (pena).
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Dehydrogenaza. Disky zalejeme 0,5% TTC. Po 30 minttach pdsobenia v tme sa prejavi

reakcia vyredukovanym cervenym formazanom (pozri tilohu 4.2.3).

1.3.8 Aktivita katalazy v zavislosti od kli¢ivosti semien

Princip: Aktivita katalazy v semenach hrachu je timerna ich kliCivosti. Aktivitu hodnotime
meranim objemu uvol'neného O, pomocou katalazomeru (obr. 6).

Pomaécky: Aparatira na stanovenie aktivity katalazy.

T
‘I|||||||”

Obr. 6. Aparatira na stanovenie aktivity katalazy.

1-rastlinny material, 2-roztok H,O,, 3—uvolneny O,

Material: dve vzorky rozomletych semien hrachu (Pisum sativum L.) s r6znou kli¢ivostou,
3% H,0;.

Postup: 5 g homogenizovanych semien hrachu nasypeme do reakcnej nadoby aparatiry na
stanovenie aktivity katalazy (obr. 6). Vystupnu trubicu vlozime do odmerného valca
naplneného vodou. Pomocou kohtuta vpustime zo zasobnej do reak¢nej nadoby 50 ml 3%
H,O, a premieSame. V pravidelnych casovych intervaloch zaznamenivame pribudanie
objemu plynného kyslika vo valci.

Vyhodnotenie: Vysledky merani oboch vzoriek semien zaznamenavame do tabulky a
spracujeme graficky. StrmSia krivka ukazuje na vysSiu kli¢ivost semien. Vyjadrime

enzymatickl aktivitu v ml uvol'neného kyslika za hodinu na gram semien.

1.3.9 Stanovenie aktivity nitratreduktazy metodou in vivo

Princip: Nitratreduktaza je kl'aicovym enzymom dusikového metabolizmu. Katalyzuje prvy

krok dusikového metabolizmu, redukciu dusi¢nanov prijatych z pddy na dusitany. Jej aktivita
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ma dolezity vyznam pre rast a vyvin rastlin. Nitratreduktazu je mozné stanovit' v zivych
segmentoch rastlin. Ako substrat sa priddva KNOs, priCom po uplynuti dostato¢ného Casu sa
stanovi mnozstvo NO;', ktorého produkciu nitratreduktaza katalyzovala.

Pomacky: kadicky, pipety, centrifugacné skimavky, skimavky, filtra¢ny papier, alobal, vodna
vyveva, vahy, vodny kupel’, spektralny kolorimeter

Material: mladé rastliny kukurice (7 — 14 dinové), inkubacny roztok (100 mM fosfatovy
tlmivy roztok (pH 7,5) + 100 mM KNO3; + 1 mM EDTA + 1% n-propanol), farbiaci roztok (4
g sulfanylamidu a 0,2 g naftyletylén diaménium dichloridu v 100 ml 10% H3PO4 (V/V)).
Postup: Z 0,2 - 0,3 g listov narezeme 0,5 cm dlhé segmenty, vlozime do skimaviek a pridame
5 ml inkuba¢ného roztoku. Roztok odvzdu$nime vo vakuu pomocou vodnej vyvevy,
skumavky zabalime do hlinikovej folie (ochrana pred svetlom) a nechame ich inkubovat’ 30
min. pri 30 °C. Potom zo vzorky odoberieme 0,5 ml do novej skimavky a pridime 0,75 ml
farbiaceho roztoku. Absorbanciu stanovujeme pri vinovej dizke 540 nm. MnoZstvo
vyprodukovaného dusitanu ur¢ime na zéklade vopred pripravenej kalibracnej krivky

a vysledok vyjadrime ako pmol (NOy) . g™* (Eerstvej hmotnosti) . hod™.

1.3.10 Stanovenie transferazovej aktivity glutaminsyntetazy, zavislost’ jej aktivity od
koncentracie a od reakéného casu.

Princip: Glutaminsyntetaza je kI'i€ovym enzymom asimilacie dusika. V rastlinach katalyzuje

nasledujicu reakciu:

Glu + NH," + ATP + H,0 > GIn+ ADP +P; + H"
Mg*/Mn**
Tato biosynteticka aktivitu je vSak pomerne zlozité stanovit. Preto sa vyuziva schopnost’
enzymu v in vitro podmienkach katalyzovat’ aj inu reakciu, ktora sa nazyva transferazova.

Reakcia, ktorej vysledkom je produkt hnedastej farby, prebieha podla nasledujicej rovnice:
GIn + NH,OH > y-glutamyl hydroxaméat + NH,"
Mn?**,ADP,As;

Pomaocky: Skimavky, odmerné valce, pipety, trecie misky, naddoby na 'ad, stojany, centrifuga,

vodny kupel’, spektrofotometer.
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Material: Listy a korene kukurice, MOPS 0,4 M, pH=7, glutamin 0,3 M, MnCl, 24 mM, ADP
2,5 mM, NH,OH 1,2 M, NaOH 0,6 M, DTT 50 mM, HAsO,* 0,5 M, farbiaci roztok (106,64
g FeCl; -6H,0, 24,72 ml 35% HCI, 38,4 g trichloroctovej kyseliny).

Postup: Extrakt z rastlin vyrobime podobne ako v tlohe 1.3.5. Na reakciu pouzijeme sklenené
skimavky. Postupujeme podla idajov v tabulke 4. Jedna skupina Studentov bude sledovat’
zavislost’ aktivity enzymu od mnozstva pouzitého extraktu a ina skupina bude sledovat’ vplyv
dizky reakéného &asu. Preto si pripravime vlastné tabulky podla prikladu v tabulke 5. Po
uplynuti inkuba¢ného ¢asu priddme do skumaviek 2 ml farbiaceho roztoku. Absorbanciu

merame pri vinovej dizke 500 nm.

Tab. 4. Postup na meranie transferazovej aktivity glutaminsyntetazy. (Objemy latok st uvedené v pl)

Slepy pokus Vzorka

MOPS 0,4 M, pH 7,0 100 100
Glutamin 0,3 M 200 200
MnCl, 24 mM 100 100
ADP 2,5 mM 100 100
NH,OH 1,2 M 100 100
NaOH 0,6 M 100 100
DTE (/DTT) 50 mM 100 100
extrakt - 100
H,0 100 -

HAsO,” 100 100

Inkubacia 10 min pri 40 °C Inkubacia 10 min pri 40 °C

Vyhodnotenie: Skontrolujeme linearitu oboch sledovanych zavislosti pouzitim programu
Excel. Aktivitu enzymu v roztoku vypocitame podla vzorca: GS (mU/ml) = (Asqo - 2778)
nmol y-GH / (t [min] - V [ml]). Aktivity prepo¢itame na mU . g rw, MU . Mg yieikovin @ pmol .
g™ rw . hod™. Obsah bielkovin v extrakte stanovime metédou podl'a Bradfordovej (pozri ulohu
1.3.5). Enzymaticka jednotka (U) je definovana ako mnozstvo enzymu, ktoré katalyzuje
vytvorenie 1 pmol produktu za minutu. Porovname enzymaticki aktivitu v listoch av
koretioch kukurice vo vSetkych uvedenych jednotkach. V zavere vysvetlime rozdiely medzi
jednotlivymi vyjadreniami enzymovej aktivity. LiSia sa jednotlivé vysledky pre koren a list?

Preco?
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Tab. 5. Varianty stanovenia aktivity glutaminsyntetazy potrebné pre kontrolu linearity reakcie v

zavislosti od mnozstva pouzitého extraktu (A) a reakéného ¢asu (B)

A 1 2 3 4
MOPS 0,4 M 100 100 100 100
GIn0,3M 200 200 200 200
MnCl, 24 mM 100 100 100 100
ADP 2,5 mM 100 100 100 100
NH,OH 1,2 M 100 100 100 100
NaOH 0,6 M 100 100 100 100
DTE (/DTT) 50 mM 100 100 100 100
extrakt 0 25 50 100
H,0 100 75 50 0
HAsO,” 0,5 M 100 100 100 100
Reak¢ny ¢as (40° C) 10 min 10 min 10 min 10 min

Absorbancia 500 nm

B 5 6 7 8
MOPS 0,4 M 100 100 100 100
GIn0,3M 200 200 200 200
MnCl, 24 mM 100 100 100 100
ADP 2,5 mM 100 100 100 100
NH,OH 1,2 M 100 100 100 100
NaOH 0,6 M 100 100 100 100
DTE (/DTT) 50 mM 100 100 100 100
Extrakt 100 100 100 100
H,O 0 0 0 0
HAsO,” 0,5 M 100 100 100 100
Reakeny cas (40° C) 0 min 5 min 10 min 20 min

Absorbancia 500 nm
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1.4 Sekundarne metabolity

1.4.1 Dokaz ligninu

Princip:  Lignin je vysokopolymérna latka s priestorovou Struktirou, pozostava
z fenylpropanovych jednotiek. Lignin sposobuje zdrevnatenie bunkovych stien.

Pomaécky: kadicky.

Material: zéapalky, konariky bazy Ciernej (Sambucus nigra L.), 1% etanolovy roztok
floroglucinu, konc. HCI, roztok anilinchloridu (1 ml anilinu + 1 ml HCI + 8 ml vody), drevny
konceptny papier, filtrany papier.

Postup: Z konarika bazy pripravime prieéne a pozdizne rezy. Na reznii plochu nanesieme
floroglucin a potom HCI. Lignifikované bunkové steny sa zafarbia Cerveno az fialovo.
Nelignifikované steny buniek strzila sa nezafarbia. Ta istil reakciu urobime aj s drevnym
filtraénym papierom. Drievko zo zapalky ponorime na pol mintity do roztoku floroglucinu a
potom do HCI. Dalsie drievko namo¢ime do roztoku anilinchloridu. Tito reakciu urobime aj

S oboma druhmi papiera. Lignin sa zafarbi na zlatoZlto.

1.4.2 Reakcie trieslovin

Princip: Triesloviny st réznorodé polyfenolové zluceniny, v ktorych st zastupené najma
pyrokatechol, pyrogalol a floroglucin. Polymerizacia fenolovych zluc¢enin nastava vplyvom
polyfenoloxidaz katalyzujucich oxidéaciu fenolov na benzochinoény (Obr. 7). Tie potom
polymerizuju na polyfenoly hnedej farby. Proces je mozné pozorovat’ na plodoch rastlin, ktoré
na vzduchu hnednu (napr. jablko) aje mozné ho zastavit pridanim kyselin (napr. kys.

citronovej).
OH
OH Katechol oxidaza O

+ 12 O, w—) + H,0

Obr. 7. Enzymaticka oxidacia pyrokatecholu na benzochinon.

Pomécky: skimavky, kadicky, centrifuga.
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Materidl. oplodie pagaStana konského (Aesculus hippocastanum L.), 10% FeCls, 1% roztok
zelatiny (v 10% NaCl), 1% AgNOs, konc. NH,OH, 10% zasadity octan olovnaty, pevny KOH,
20% H,S0,4, Fehlingov roztok I, 1.

Postup: 10 g rozdrveného rastlinného materidlu varime niekol’ko minut v 100 ml vody a
potom filtrujeme. K 2 ml extraktu trieslovin pridame niekolko kvapiek 10% FeCl;. V
pritomnosti pyrokatecholovych trieslovin sa roztok zafarbi na ciernozeleno. Pyrogalolové
triesloviny zafarbia roztok na ¢iernomodro. Do d’al$ej skimavky k extraktu trieslovin opatrne
prikvapkdme roztok zelatiny. Vyzrdza sa zltd klkovitd zrazenina, ktord sa v nadbytku
priddvaného roztoku rozpusti. K 2 ml trieslovinového extraktu priddme 1 ml 1% AgNOs,
niekol’ko kvapiek amoniaku a kratko povarime. Vyzrazaju sa triesloviny a vyredukuje sa
¢ierne koloidné striebro. K 5 ml trieslovinovému roztoku pridame 2 ml zasaditého octanu
olovnatého. Triesloviny a d’alSie fenolové latky sa vyzrazaj.

K 10 ml trieslovinového extraktu v kadicke pridavame zdsadity octan olovnaty. Po vytvoreni
zrazeniny a kratkom povareni zlejeme kvapalinu nad zrazeninou. Zrazeninu centrifugujeme,
premyjeme destilovanou vodou, potom pridame 7 ml 20% H,SO,4 a 20 mintt hydrolyzujeme
varom. Cast’ ochladeného roztoku zneutralizujeme pevnym KOH a urobime Fehlingovu
skusku podl'a ulohy 1.2.1.2.

Vyhodnotenie: Uvedieme vysledky jednotlivych reakcii a zaver 0 pritomnosti trieslovin

v sledovanej vzorke.

1.4.3 Stanovenie ergosterolu v lisajnikoch

Princip: Je zname, Ze obsah ergosterolu v liSajnikoch, ktory je hlavnym sterolom
cytoplazmatickej membrany hub, citlivo reaguje na pritomnost xenobiotik v Zivotnom
prostredi, vratane pritomnosti tazkych kovov. Typicky obsah ergosterolu v stielkach
lisajnikov je v intervale od 0,1 po 1,8 mg/g suchej hmotnosti. Zistilo sa, Ze obsah ergosterolu
Vv lisajnikoch kleséd v dosledku zvySenej akumulécie medi, ortuti a niklu. Ergosterol moze byt
povazovany za jeden z viacerych parametrov na stanovenie integrity membran v liSajnikoch,
vtomto pripade dokonca velmi Specifickym, pretoze sa nachadza len v plazmaleme

heterotrofného symbionta — mykobionta.
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Ergosterol

Pomdécky: mikroskimavky (eppendorfky) 2 ml, trecie misky s ti¢ikmi, pipety, plastové
skamavky (50 ml), trepacka, centrifuga, HPLC (izokratickd pumpa, UV detektor)

Material: stielky diskovky bublinatej (Hypogymnia physodes L. Nyl.), inertny morsky piesok,
96% etanol, 'ad

Postup: Stielky diskovky bublinatej (priblizne 100 mg suchej hmotnosti) ponorime na 24
hodin do 50 ml roztoku 5 mM HEPES tlmivého roztoku v plastovych skiimavkach (kontrola)
ado 50 ml roztokov 100 a 500 uM Cu (pripadne Cd), rozpustenych v 5 mM HEPES. Cd
pridavame vo forme Cd(NOs); amed ako CuSO,4. Rastliny umiestnime do kultivacnej
miestnosti.

Vzorky liSajnikov po 24 hodinich opldchneme destilovanou vodou. Po miernom osuSeni
filtratnym papierom ich homogenizujeme na lade, v chladenej trecej miske s pridavkom
inertného morského piesku a 2 ml 96% etanolu. PretoZe ergosterol je citlivy na svetlo, vSetky
nasledujuce kroky realizujeme v tmavej miestnosti. Extrakty pipetou odoberieme do
mikroskiimaviek a mieSame na trepacke pri laboratdrnej teplote 30 minat. Na zaver vzorky
centrifugujeme pri 10 000 g pocas 20 minat. Vysledny supernatant nasledne analyzujeme
vysokouc¢innou kvapalinovou chromatografiou (HPLC) pri nasledujucich podmienkach:
kolona Tessek SGX C18 Sum (4 x 250 mm), prietok 1,5 ml/min., mobilna faza: metanol.
Celkovy ¢as analyzy je 15 minut (izokraticky), detekcia pri 280 nm. Ako Standard pouzivame
ergosterol (Sigma-Aldrich, 1-20 pg ergosterolu v 1 ml 96% etanolu).

Vyhodnotenie: Obsah ergosterolu vo vzorkach lisajnikov prepocitame na jednotky suchej
hmotnosti stielok. Vysledky uvedieme v tabulke. Porovname vplyv zvySenej koncentracie

medi na obsah ergosterolu v lisajnikoch.
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1.4.4 Izolacia parietinu a stanovenie jeho obsahu pouzitim HPLC

Princip: Vacsina sekundarnych metabolitov liSajnikov patri medzi extracelularne fenoly, ktoré
mykobiont vylu¢uje na povrch svojich hyf. Tieto zluCeniny sa v liSajnikoch vyskytuja
VO vyznamnom mnozstve, zvyéajne od 0,1 do 5 % suchej hmotnosti. V stc¢asnosti pozname
viac ako 800 sekundarnych metabolitov liSajnikov, pricom vacSina z nich sa nenachadza v
ziadnej inej skupine organizmov. Sekundarne metabolity liSajnikov maju viaceré ekologické
funkcie, napr. chrénia liSajniky pred UV ziarenim (napr. parietin) a pred pozieranim stielok
bylinoZzravcami. Maju tieZ antibioticky a alelopaticky ucinok. Niektoré znich vytvaraja
chelaty s tazkymi kovmi. Parietin je dominantny sekundarny metabolit lisajnika Xanthoria

parietina, ktory tvori 0,5 az 5 % suchej hmotnosti stielok a je lokalizovany na povrchu hyf

mykobionta.
OH O OH
LI,
-~
Me 0
0

Parietin, Me = -CH3

Pomdcky: mikroskimavky (eppendorfky) 2 ml, pipety, HPLC (izokraticka pumpa, UV
detektor)

Material: stielky diskovnika marového (Xanthoria parietina (L.) Th. Fr.), aceton, acetonitril
Postup: Stielky lisajnika X. parietina (10 — 15 mg suchej hmotnosti periférnych lalokov)
zbavime viditeInych necistot a premiestnime ich do mikroskumaviek. Parietin extrahujeme
pouzitim acetonu (1,5 ml) pocas 60 minut. Extrakciu zopakujeme S identickymi vzorkami
trikrat. Acetonové extrakty zlejeme, odparime a rozpustime v 1,5 ml acetonu.

Obsah parietinu stanovujeme izokraticky HPLC pri nasledujicich podmienkach: kolona
Tessek SGX C18 (4 x 250 mm), prietok 0,7 ml / min., mobilna faza: acetonitril, detekcia pri
vinovej dizke 245 nm.

Vyhodnotenie: Obsah parietinu vo vzorkach liSajnikov prepocitame na jednotky suchej

hmotnosti stielok. Vysledky uvedieme v tabulke.
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1.4.5 Stanovenie obsahu silice destilaénou metédou

Princip: Silice st zmesi latok s prevaznym zastipenim mono- a seskviterpénov. Z rastlin sa
najcCastejSie izoluju destilaciou vodou. Rastlinny material sa vari ponoreny do vody. Unikajice
vodné pary strhavaju kvapocky éterického oleja. Po ochladeni v chladi¢i sa silica akumuluje
na povrchu vodnej hladiny. Aparatury na destilaciu silic maji bo¢nu spojovaciu trubicu,
ktorou sa voda vracia spit’ do varnej banky. Mnozstvo silice sa stanovuje volumetricky alebo
gravimetricky.

Pomdcky: lievik, aparattra na destilaciu silic (obr. 8), varna banka 500

3
ml, kahan, 100 ml destila¢na banka.

1 Obr 8. Aparatira na destilaciu silic
1 - varna banka, 2 - destila¢na aparatura, 3 — lievik, 4 — chladi¢,

5 - spojovacie rameno, 6 - trojcestny kohut

Material: sili¢nata droga (viat’ materinej dusky obyc¢ajnej, Thymus vulgaris L.).
Postup: Do varnej banky nasypeme pomocou suchého lievika so Sirokou stopkou 2 g suchej
drogy a nalejeme 150 ml vody. Na destila¢nej aparature namastime zabrusy a nasadime ju na
banku. Do bo¢ného spojovacieho ramena nalejeme destilovanu vodu. Pocas destilacie
sledujeme var. Po dvoch hodinach destilacie nechame aparataru vychladnat. Potom silicu
opatrne vypustime do kalibrovanej Casti bo¢ného ramena a od¢itame jej objem.

Vyhodnotenie: Vysledok uvedieme ako ml silice v 100 g drogy.
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1.4.6 Delenie rumancekovej silice metédou TLC

Princip: Rumancekova silica obsahuje ako hlavné komponenty uhlovodikové a kyslikaté
seskviterpény a polyacetylény. Najviac zastupené su latky bisabolanového typu a chamazulén.
Z polyacetylénov je vyznaény Cis en-in-dicykloéter.

Pomocky: chromatograficka nadoba, Silufol, sklené kapiléry, rozprasovac, infraziaric.
Material: rumancekova silica, hexan, vyvijacia zmes (toluén : octan etylnaty; 95 : 5), konc.
H,SO,, vanilin.

Postup: Na silikagélova chromatograficka platiiu Silufol kapilarou nanesieme, asi 15 mm od
spodného okraja, rézne mnozstva éterického oleja nariedeného hexanom. Platiiu orientujeme
tak, aby delenie prebiehalo kolmo na smer nanesenia silikagélovej vrstvy. Nanesena vzorka
ma tvorit’ $kvrnu s priemerom asi 4 mm. Do chromatografickej nadoby nalejeme vyvijaciu
zmes a vlozime platiiu s nanesenou vzorkou. Rozpustadlo nesmie prekryvat’ nanesent vzorku.
Ked celo rozpustadla dosiahne troven asi 10 mm od horného okraja, platitu vyberieme a
nechame odparit’ zvysky vyvijacej zmesi. Potom platiiu postrieckame 1% roztokom vanilinu v
konc. H,SO, a zahrejeme infraZiari¢om.

Vyhodnotenie: Na chromatograme identifikujeme jednotlivé latky. Chromatogram zakreslime

do protokolu a zaznamename hodnoty R (obr. 9).

R
fr10 E-B-farnezén
_8_ chamazulén
0,8
0,6 o
L O  Z-ene-yne-dicykloéter
O  E-ene-yne-dicykloéter
spatulenol +
s O (-)-a-bisabolol
r 9
02 () (-)-c-bisabololoxid A+B
. N Obr. 9. TLC chromatogram silice rumanceka

kamilkového
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1.4.7 Zavislost’ farby antokyanov od pH

Princip: Antokyany su rastlinné pigmenty rozpustné vo vode, ktoré patria medzi flavonoidy.
St zodpovedné za modré, alebo fialové sfarbenie niektorych kvetov alebo plodov. Vyskytujua
sa aj v listoch a korenioch, kde sa mozu akumulovat’ vplyvom stresu. Typicka pre antokyany je
ich zmena farby vplyvom pH. Pri nizkom pH existuji vo forme kladne nabitych kationov
Cervenej farby, pri neutralnom (az mierne zasaditom) pH su to zvycajne neutralne modro-
fialové anhydrobazy, v alkalickom prostredi sa z nich stavaju zelenkasté aniony (obr. 10).
Tieto reakcie st vratné a na kazdu zmenu pH bude farbivo reagovat’. Pri ve'mi vysokom pH
dochddza k rozkladu centralneho pyranového cyklu, pricom vznikaju zltkasté chalkony.

Rozklad pyranového cyklu uz nie je mozné zvratit’ vplyvom zmeny pH.

kyslé pH neutralne pH zasadité pH

Obr. 10. Vratné reakcie antokyanov.

Pomocky: Sktmavky, pipety, umelohmotné kvapkadlo, sklenena tyc¢inka, kadicky, trecia
miska, indikdtorovy papier.

Materidal: Plody vtaciecho zobu (Ligustrum vulgare L.), zried. HCI (1:3), 0,002% NaOH, 0,2%
NaOH, 50% NaOH.

Postup: Plody vtacieho zobu rozotrieme v trecej miske s4 ml destilovanej vody, aby sa
farbivo uvolnilo do roztoku. Pripravime si 5 skimaviek. Do prvej pridame 0,5 ml zriedenej
HCl a 2,5 ml destilovanej vody, do druhej pridame 3 ml obyc¢ajnej vodovodnej vody, do tretej
3 ml 0,002% NaOH, do stvrtej 3 ml 0,2% NaOH a do piatej 3 ml 50% NaOH. Do kazdej
skaimavky nakvapkame 5 kvapiek roztoku antokyanov. Pozorujeme rozdiely v zafarbeni
jednotlivych skimaviek. Pomocou indikatorového papiera mézeme stanovit’ pH jednotlivych
roztokov.

Vyhodnotenie: Vyhodnotime farbu antokyanov v kyslom, neutralnom a zasaditom prostredi.

Vysledky zapiSeme do tabulky.
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2 Vodny rezim a mineralna vyziva

2.1 Semipermeabilita Zivych buniek

Princip: Zivé bunky rastlinnych pletiv si semipermeabilné. Po usmrteni buniek (povarenim,
pdsobenim jedov a pod.) plazmalema, tonoplast a d’alSie membrany stratia semipermeabilitu.
Jednym z prejavov je diftzia zloziek bunkovej Stavy do prostredia.

Pomocky: kadicky, ndz;

Material: cvikla, dekalin, 30% CH3;COOH.

Postup: Ocisteny koreni cvikly nakriajame na malé kocky, ktoré asi 20 minut premyvame
Vv prudiacej vode. Niekol'ko kociek v kadicke vo vode prevarime dve az tri minuty. Na pokus
pouzijeme $tyri kadi¢ky. Do dvoch nalejeme vodu, do tretej dekalin a vodu a do Stvrtej 30%
CH3;COOH. Do jednej kadicky s vodou umiestnime povarené kocky cvikly, do ostatnych troch
zivé kocky. Po hodine pozorujeme difiiziu betaninu, pigmentu bunkove;j §tavy.

Vyhodnotenie: Na zaklade pozorovania urobime zaver o stave buniek v jednotlivych

variantoch pokusu a o polarite betaninu.

2.2 Stanovenie transpiracie Ivanovovou vazkovou metédou

Princip: List po oddeleni od stonky transpiruje spociatku normalnym spdsobom ako na
intaktnej rastline. Intenzitu transpirdcie mozno preto vyjadrit’ Ubytkom hmotnosti listu za
Casovy interval. V niektorych pripadoch dochéadza kratko po oddeleni listu k prechodnému
zvySeniu Ubytku hmotnosti, tzv. Ivanovovmu skoku. Pri¢inou je pravdepodobne prerusenie
kohéznych stipcov vody v cievach alebo otvorenie zavretych prieduchov.

Pomdcky: stopky, skalpel, odvazovacky, vahy, milimetrovy papier.

Material: listy muskatu (Pelargonium sp.).

Postup: Asi dve hodiny pred pokusom muskat pestovany v kvetina¢i vydatne zavlazime.
Z muskatu odrezeme tri priblizne rovnaké listy a oddelime listové stopky. Cepele listov
okamzite vazime na analytickych vahach. VaZzenie opakujeme v dvojminutovych intervaloch,
hmotnosti zaznamendvame. Medzi vdzenim listy zavesime na laboratorny stojan. Kazdy list
vazime asponi Sestkrat po oddeleni od rastliny. Po ukonceni vézenia poloZime listy na

milimetrovy papier, zakreslime ich obrysy a zistime listova plochu.
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Vyhodnotenie: Hodnotu transpiracie vyjadrime v g vytranspirovanej vody na 1 g Cerstvej

hmotnosti a jednotku listovej plochy (1 m?) za 1 hodinu (priemery z troch meran).

2.3 Meranie osmotického potencialu rastlinnych pletiv

Princip: V segmentoch pletiv ponorenych v roztokoch sachardzy sa diftiziou zmenia hodnoty
vodného potencidlu. V hypotonickych roztokoch sa zvysi koncentracia sachar6zy a segmenty
sa predizia prijmom vody do vakuoly. V hypertonickych roztokoch sa segmenty skratia a
voda, ktora vystipi z vakuol, znizi koncentraciu roztoku sachardzy. V roztoku, ktory je oproti
pletivu izotonicky, ku zmene dizky segmentu ani koncentracie neddjde a jeho koncentracia sa
bude rovnat’” hodnote vodného potencidlu pletiva. Koncentracie roztokov sachardzy presne
stanovime refraktometricky meranim indexu lomu.

Pomocky: korkovrt, skimavky, refraktometer, pravitko.

Material: zemiakové hl'uzy, 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 a 1,0 M sacharoza.

Tab. 6. Meranie vodného potencialu zemiakovych hl'az (vzor tabulky pre protokol)

Brix hodnota molarita roztokov dizka segmentov
[M] refraktometra
sacharoza pred po pokuse pred po pokuse | rozdiel pred po pokuse rozdiel
pokusom pokusom pokusom
0
0,1
1,0

Postup: Zo zemiakovej hl'uzy korkovrtom rovnobezne vyreZeme 11 segmentov dlhych 5 az 10
cm s priemerom 5 mm. Do prvej skumavky nalejeme destilovanu vodu a do d’alsich po 10 ml
roztokov sachar6zy. Potom do skumaviek vloZime segmenty a exponujeme dve hodiny.
Medzitym stolnym refraktometrom odmeriame hodnoty Brix pre kazdy roztok sacharozy.
Hodnota Brix udava percento sacharozy vo vodnom roztoku (1 Brix = 1g sacharézy v 100 ml
vody = 1%). Hodnoty zaznamenané refraktometrom prepocitame na molarnu koncentraciu
sachardzy. Tym zistime skuto¢nu koncentraciu pouzitych roztokov.

Po dvoch hodinich vyberieme segmenty a zmeriame ich dizku. Potom refraktometricky

stanovime zmenenu koncentraciu roztokov v skamavkach.
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Tab. 7. Osmotické potencialy (@) a index lomu (n 2D0) roztokov sacharozy

52

M n2D° OR
0,00 1,3329 0,000
0,01 1,3335 -0,026
0,02 1,3340 -0,054
0,03 1,3345 -0,080
0,04 1,3350 -0,107
0,05 1,3355 -0,133
0,06 1,3359 -0,161
0,07 1,3364 -0,187
0,08 1,3369 -0,214
0,09 1,3374 -0,241
0,10 1,3379 -0,267
0,11 1,3384 -0,295
0,12 1,3386 -0,321
0,13 1,3394 -0,347
0,14 1,3398 -0,375
0,15 1,3404 -0,401
0,16 1,3408 -0,428
0,17 1,3413 -0,454
0,18 1,3418 -0,481
0,19 1,3423 -0,508
0,20 1,3428 -0,536
0,21 1,3433 -0,564
0,22 1,3438 -0,594
0,23 1,3443 -0,622
0,24 1,3448 -0,650
0,25 1,3452 -0,679
0,26 1,3457 -0,707
0,27 1,3462 -0,737
0,28 1,3467 -0,765
0,29 1,3471 -0,794
0,30 1,3476 -0,824
0,31 1,3481 -0,853
0,32 1,3487 -0,883
0,33 1,3491 -0,912
0,34 1,3496 -0,941
0,35 1,3501 -0,971
0,36 1,3506 -1,000
0,37 1,3511 -1,030
0,38 1,3516 -1,062
0,39 1,3521 -1,094
0,40 1,3525 -1,126
0,41 1,3531 -1,158
0,42 1,3536 -1,190
0,43 1,3540 -1,222
0,44 1,3545 -1,253
0,45 1,3550 -1,286
0,46 1,3555 -1,318
0,47 1,3560 -1,351
0,48 1,3564 -1,384
0,49 1,3569 -1,418
0,50 1,3574 -1,450

M n2D° OR
0,51 1,3579 -1,483
0,52 1,3584 -1,516
0,53 1,3589 -1,549
0,54 1,3594 -1,585
0,55 1,3599 -1,620
0,56 1,3604 -1,657
0,57 1,3608 -1,693
0,58 1,3613 -1,729
0,59 1,3618 -1,765
0,60 1,3623 -1,801
0,61 1,3628 -1,837
0,62 1,3633 -1,875
0,63 1,3638 -1,912
0,64 1,3642 -1,949
0,65 1,3647 -1,987
0,66 1,3652 -2,024
0,67 1,3657 -2,062
0,68 1,3662 -2,099
0,69 1,3667 -2,138
0,70 1,3672 -2,177
0,71 1,3677 -2,217
0,72 1,3682 -2,256
0,73 1,3687 -2,296
0,74 1,3691 -2,336
0,75 1,3696 -2,375
0,76 1,3700 -2,416
0,77 1,3705 -2,459
0,78 1,3710 -2,502
0,79 1,3715 -2,544
0,80 1,3720 -2,588
0,81 1,3725 -2,630
0,82 1,3729 -2,673
0,83 1,3734 -2,716
0,84 1,3739 -2,756
0,85 1,3744 -2,797
0,86 1,3749 -2,837
0,87 1,3754 -2,878
0,88 1,3759 -2,918
0,89 1,3764 -2,969
0,90 1,3769 -3,009
0,91 1,3773 -3,060
0,92 1,3778 -3,111
0,93 1,3782 -3,151
0,94 1,3788 -3,202
0,95 1,3793 -3,253
0.96 1,3797 -3,303
0,97 1,3802 -3,354
0,98 1,3807 -3,405
0,99 1,3811 -3,455
1,00 1,3816 -3,506
1,01 1,3822 -3,556




Tab. 7. (pokraGovanie)

v 2 | o v % D
1,02 1,3827 -3,617 1,17 1,3898 -4,428
1,03 1,3832 -3,668 1,18 1,3902 -4.479
1,04 1,3836 -3,719 1,19 1,3908 -4,539
1,05 1,3841 -3,769 1,20 1,3912 -4,600
1,06 1,3846 -3,820 1,21 1,3917 -4,661
1,07 1,3851 -3,871 1,22 1,3921 -4,722
1,08 1,3856 -3,931 1,23 1,3926 -4,783
1,09 1,3860 -3,982 1,24 1,3931 -4,843
1,10 1,3865 -4,033 1,25 1,3936 -4,904
1,11 1,3869 -4,094 1,26 1,3941 -4,965
1,12 1,3874 -4,144 1,27 1,3945 -5,026
1,13 1,3878 -4,205 1,28 1,3950 -5,097
1,14 1,3883 -4,256 1,29 1,3955 -5,157
1,15 1,3888 -4,306 1,30 1,3960 -5,228
1,16 1,3893 -4,367

Vyhodnotenie: Hodnoty od¢itané z refraktometra zapiseme do tabulky podl'a vzoru (tab. 6),
do dalsich stipcov uvedieme ich prepocet na molaritu pred pokusom a po pokuse, rovnako aj
dizky segmentov zemiaku. Stanovime koncentraciu izotonického roztoku. Porovname
hodnoty izotonického roztoku zistené na zéklade merania zmien diZok segmentov a zmien
koncentracie meranych roztokov. Ztabulky 7 odc¢itame vysledni hodnotu osmotického

potencialu pletiva zemiakovej hl'uzy.

2.4 Dokaz kationov v rastlinnom popole

Princip: NespaliteI'ny podiel rastlinného materialu sa rozpusti vo vode alebo v zriedenej HCI.
Analytickymi reakciami dokazujeme pritomnost’ kationov.

Pomacky: lievik, stojan na skimavky, skimavky, pipety.

Material: popol z rastlin, 5% dusitan sodno-kobaltity, 5% K4[Fe(CN)e], 5% NH4SCN, 10%
(NH4)2CO3, 5% Na;HPOQ,, zriedena HCI, 5% stavelan amoénny, zriedeny NH,OH, zriedena
CH3COOH, roztok Kalionu (0,2 g dipikrylaminu rozpustime 2 ml 10% Na,COj3 a priddme 15
ml vody), roztok Magnezon I (1 mg Magnezonu I rozpustime v 100 ml 8% NaOH), 0,1M
NH;OH.

Postup: Na navlhéeny filtracny papier v lieviku nasypeme trochu popola, premyjeme ho

malym mnozstvom vriacej destilovanej vody a filtrat zachytime do skimavky.
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Dokaz draslika. Do skumavky k zneutralizovanému filtratu priddme niekolko kvapiek
dusitanu sodno-kobaltitého. Za pritomnosti draslika vznikne zIty zakal. Reakcia prebicha
podTla tejto rovnice:

3K* + [Co(NOo)s]* — Ks[Co(NO,)e]
Na filtracny papier kvapneme roztok Kalionu a na to isté miesto priddme kvapku filtratu.

Papier vysuSime a potom ponorime do 0,1M NH4OH. Filtra¢ny papier ozltne, na mieste kde je
pritomny draslik oCervenie.
Dokaz Zeleza. Do lievika na filtracny papier pridame trocha popola a premyjeme zriedenou
HCI do troch skimaviek:
Do prvej skimavky k filtratu pridame niekol’ko kvapiek Ky[Fe(CN)g]. Pritomnost
trojmocného Zeleza dokazuje modré zafarbenie roztoku (berlinska modra) podla reakcie:
4Fe* + 3 Ky[Fe(CN)s] — Fes[Fe(CN)g]s + 12 K*
V druhej skamavke, po pridani niekol’kych kvapiek 5% NHsSCN, vznikne Cervené zafarbenie
na dokaz pritomnosti F e podrla reakcie:
2Fe** +6SCN — Fe[Fe(SCN)g]
Filtrat v tretej skimavke pouzijeme na dokaz horcika.
Dokaz horc¢ika. Do skimavky pridavame zriedeny amoniak az do alkalickej reakcie a potom
pridanim (NHg);CO3 vyzrazame vapnik. Zrazeninu odfiltrujeme a pouZijeme na dokaz
vapnika. Vo filtrate, po pridani niekol’kych kvapiek 5% Na,HPOy, vznikne biely zakal ako
dokaz pritomnosti Mg2+.
NH;* + Mg** + HPO,> — NH;MgPO, +H*
Doékazom pritomnosti Mg je najmd modré zafarbenie po zmieSani niekol'kych kvapiek filtratu
a roztoku Magnezonu 1.
Dokaz vapnika. Zrazeninu CaCOj3 na filtri premyjeme zriedenou CH3COOH. Po pridani 5%
Stavelanu amonneho vznikne biela zrazenina $tavelanu vépenatého.

Ca®* +(COONH,), — (COO),Ca+ 2 NH,"

2.5 Dékaz aniénov v rastlinnom popole

Princip: V kyslom extrakte rastlinného popola dokazujeme aniony COs%, §%, S0, aCl.
Pomdcky: lievik, stojan na skimavky, skimavky, pipety a sklena tycinka.
Materidl: zriedena HNO3, 5% BaCl,, 1% AgNO3, 5% Ba(OH),, NH,OH.
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Postup: Na filtracny papier nasypeme malé mnozstvo popola a prelejeme zriedenou HNOs3.
Sumenie je dokazom pritomnosti uhli¢itanov. Charakteristicky zdpach vznika uvolfiovanim
sirovodika po rozklade sulfidov.
COs” +2H" — H,CO; — H,0+CO;
S* +2H" — H.S
Ak sklenu ty¢inku namocent v 5% Ba(OH); podrzime nad Sumiacim popolom, zakali sa od

vyzrazaného BaCOs.

Dokaz siranov. K ¢asti filtratu pridame roztok BaCl,. Za pritomnosti siranov sa vyzraza stala
biela zrazenina BaSO,.
Dokaz chloridov. K druhej ¢asti filtratu pridame niekol’ko kvapiek AgNOs. Biela zrazenina

AQCl sa v zriedenom amoniaku rozpusta za vzniku komplexnej zluceniny.

Cl +Ag" — AgCl — [AgCly] +H"
[AgCl] +2NH;" — [Ag(NHs),]".ClI"+2H" +CI

2.6 Stanovenie rychlosti prijmu dusi¢énanov meranim ich ibytku z prijmového roztoku

Princip: Dusi¢nany st hlavnym zdrojom dusika pre vac¢Sinu pol'nohospodarsky vyznamnych
rastlin. Ak ponorime korene rastlin do roztoku s presne stanovenym mnozstvom dusi¢nanov,
budi ho zroztoku pomaly odoberat. Meranim ich ubytku v pravidelnych casovych
intervaloch, moZeme vypocitat’ akou rychlost'ou dokazu rastliny dusi¢nan prijimat’.

Pomécky: odmerné valce, kadicky, pipety, skumavky, filtracny papier, vahy, orbitalna
trepacka, vodny kupel’, spektralny kolorimeter

Material. desatdnové rastliny kukurice, 100 mM KNOs, 0,1 mM KNOj; (Standard), 1 mM
CaS0,, CuSOy (pripravime 0,25 g na 100 ml, potom roztok zriedime v pomere 1:100),
hydrazinsulfatovy roztok (0,14g v 200 ml), 0,3 M NaOH, farbiaci roztok (4 g sulfanilamidu
a 0,2 g naftyletylén diaménium dichloridu v 100 ml 10 % H3PO4 V/V).

Postup: Kukuricu pestujeme v hydropénii v %2 Hoaglandovom roztoku bez dusika asi 9 dni,
potom im pridame 100 mM KNOj3 (1ml na liter roztoku) na 12 az 24 hodin na indukciu tvorby
prenasacov. Korene rastlin oplachneme v 1 mM CaSO,4 a5 az 7 rastlin premiestnime do 150
ml kadi¢iek krazivym pohybom tak, aby sme im neposkodili korene. Korene zalejeme 40 ml 1

mM CaSO, a nechame trepat’ na orbitalnej trepacke asi 5 minut pri nizkych otackach. Po 5
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minutach roztok zlejeme a nahradime 1 mM CaSO4 + 0,1 mM KNOs;. Nechame trepat’ na
svetle 1 az 2 minity a potom pipetou odoberieme 0,5 ml roztoku ako prvi vzorku. Dalsie
vzorky odoberame po kazdych 20 minatach pocas 1 hodiny. Po skonceni pokusu korene
odrezeme, mierne osusime filtraénym papierom a odvéazime ich cerstvi hmotnost’.

Ku kazdej vzorke, ku Standardu a aj k slepému pokusu (0,5 ml dest. vody) pridame 0,3 ml
roztoku CuSOs, 0,2 ml hydrazinsulfatového roztoku a inkubujeme 5 minut vo vodnom kupeli
pri 37 °C. Potom pridame 0,3 ml 0,3 M NaOH a inkubujeme 10 mintt. Nakoniec pridame
0,75 ml farbiaceho roztoku ainkubujeme 15 minat. Absorbanciu vzoriek a Standardu
odmerame oproti slepemu pokusu pri vinovej dizke 546 nm.

Vyhodnotenie: Absorbancia Standardu predstavuje 1 bodova kalibraciu (pre presnejsiu
kalibraciu potrebujeme kalibra¢nu krivku, ktort zhotovime tak, Ze si pripravime viacero
roztokov sroznymi koncentraciami Standardnej latky azmeriame ich absorbancie).
Vypocitame mnozstvo dusi¢nanov vo vzorkdch. Rozdiel medzi pociatoénym a konecnym
mnozstvom dusi¢nanov vo vzorke predstavuje mnozstvo prijatych dusi¢nanov. Rychlost’ ich

prijmu vyjadrime ako pmol NO3™ na gram Cerstvej hmotnosti za hodinu.

2.7 Obsah dusi¢nanov v pletivach

Princip: Mnozstvo dusi¢nanov v rastlinnych pletivach zavisi od ich momentalnej dostupnosti
pre korene. Ak ma rastlina dostatok dusi¢nanov, uklada si ich do zasoby, hlavne do vakuol
listov aj koreniov. Naopak, pri nedostatku dusika modZze rastlina svoje zasoby dusi¢nanov
minit pocas niekolkych dni. Mnozstvo dusi¢nanov mézeme stanovit' kolorimetricky na
zaklade nitracie kyseliny salicylovej, ktorej produkt je zlto sfarbeny.

Pomécky: odmerné valce, pipety, skimavky, trecia miska, vahy, centrifiga, spektralny
kolorimeter

Material: korene (pripadne listy) kukurice, 5% (m/V) kyselina salicylova v konc. H,SO4, 2 M
NaOH, 0,1 mM KNOg3

Postup: Dusi¢nany extrahujeme v 0,5 ml destilovanej vody na 0,1 g Cerstvej hmotnosti.
Rastlinny materidl zhomogenizujeme v roztieracke a kvantitativne prenesieme do
centrifugacnej skimavky. Roztok centrifugujeme 10 min. pri 10000 otackach za minutu, aby
sme sa zbavili zvySkov koreniov. Do Cistej skimavky napipetujeme 0,1 ml vzorky, pridime

0,4 ml roztoku kyseliny salicylovej v H,SO,4 a nechame postat’ 20 min. Potom pridame 9,5 ml
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NaOH. Slepy pokus pripravime rovnako, ale pridavame 0,4 ml H,SO, (bez kyseliny
salicylovej). Mnozstvo dusi¢nanov stanovime kolorimetricky pri vinovej dizke 405 nm. Ako
Standard pouzijeme 0,1 mM roztok KNOs.

Vyhodnotenie: Z nameranych hodndt absorbancie vypocditame mnozstvo dusi¢nanov v

skimanych vzorkach, ktoré potom vyjadrime ako pmol NO3™ na gram Cerstvej hmotnosti.

2.8 Stanovenie mnoZstva fosfatov v povrchovych vodach

Princip: Fosfat je jednou z najdolezitejSich zivin pre suchozemské aj vodné rastliny. Jeho
obsah v povrchovych vodach vel'mi vplyva na zlozenie rastlinného spolo¢enstva rastuceho
stojatych aj te€ucich vodach. Mnozstvo fosfatov v roztoku mdézeme stanovit’ kolorimetricky,
farbenim s molybdat-sirovym farbiacim roztokom. ZvySené mnozstvo fosfatov moze byt
spdsobené priemyselnym, alebo pol'nohospodarskym znecistenim.

Pomocky: odmerné valce, pipety, skimavky, vahy, spektralny kolorimeter

Material: voda z jazera, vodnej nadrze, alebo rieky (v pripade dlhSieho skladovania je
potrebné ju zamrazit), farbiaci roztok [14,4 ml konc. H,SO,4 zmieSame s 30 ml destilovanej
vody apo ochladeni pridame 10 ml kyseliny amidosulfonovej (1 g/10 ml), 1,25 g
molybdenanu aménneho (NH4)sM07024 . 4 H,0 a 34,29 mg vinanu antimonylo-draselného,
roztok doplnime na 100 ml], kyselina askorbova (1 g/10 ml, skladovatel'nost’ 30 dni).

Postup: Zo vzorky odoberieme 2 ml do skimavky a priddame 80 pl farbiaceho roztoku a 20 pl
roztoku kyseliny askorbovej. Po 10 minutach stanovime absorbanciu pri vinovej dizke 720
nm. MnoZstvo fosfatov vo vode vypocitame na zaklade vopred pripravenej kalibracnej krivky.
Vysledok vyjadrime ako pmol PO v jednom litri vody. Urobime zaver o tom, ¢i je dany

vodny tok, alebo nadrz bohata, alebo chudobna na fosfaty.

2.9 Obsah fosfatov v pletivach

Princip: Ked’Zze fosfor je malo dostupny prvok pre rastliny, jeho mnoZstvo v rastlinnych
pletivaich je dolezitym ukazovatelom vyzivy rastlin. Jednou zo Specifickych metéod na
stanovenie anorganického fosfatu je jeho farbenie roztokom malachitovej zelene s

molybdenanom amonnym.
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Pomdécky: odmerné valce, pipety, skumavky alebo mikroskimavky, vahy, trecia miska,
centrifiiga, spektralny kolorimeter

Material. Korene alebo listy kukurice, 100 mM Tris (pH 7,5), roztok malachitovej zelene [30
mg malachitovej zelene rozpustime v 90 ml redestilovanej vody a pomaly za staleho miesania
priddme 30 ml roztoku (NH4)sM0702 (1,26 mg v 30 ml4 M HCI), potom roztok
prefiltruyjeme do kadicky obsahujucej 0,2 g suchého CHAPS (roztok sa nesmie vyzrazat,
trvanlivost’ roztoku je maximalne 1 tyzden)], 34% citronan trojsodny.

Postup: Fosfaty extrahujeme v 0,5 ml 100 mM Tris pH 7,5 na 0,1 g cCerstvej hmotnosti.
Rastlinny material zhomogenizujeme v trecej miske akvantitativne prenesieme do
centrifugacnej skimavky. Roztok centrifugujeme 10 min. pri 10000 otackach/min., aby sme
sa zbavili zvySkov korenov. Z roztoku korenov zoberieme 10 pl do skumavky, alebo do
mikrosktimavky a pridame 90 pl destilovanej vody. Ak sme pouzili listy, tak roztok najprv
zriedime v Tris pH 7,5 v pomere 1:50 (0,02 pl na 1 ml Tris), a potom z neho odoberieme 30
ul a doplnime 70 pl destilovanej vody. V oboch pripadoch budeme mat’ vysledny objem
roztoku 100 pl. K nemu pridame 1 ml farbiaceho roztoku malachitovej zelene, po¢kame
presne 1 minatu apotom priddme 0,1 ml citronanu trojsodného. Absorbanciu roztoku
stanovime najneskor do 15 minit pri vinovej dizke 660 nm. Mnozstvo fosfatov v pletivach
vypocitame na zaklade vopred pripravenej kalibrac¢nej krivky. Vysledok vyjadrime ako pmol

PO,% na 1 g Cerstvej hmotnosti pletiva.

2.10 Stanovenie pH reakcie pody a dostupnost’ hlinika

2.10.1 Meranie pH pddy

Princip: Podna reakcia je dolezitym faktorom, ktory silne ovplyvituje dostupnost’ niektorych
zivin pre rastliny, ako aj dostupnost’ toxického hlinika (je rozpustny len pri pH< 4,9). R6zne
druhy rastlin maju rdézne poziadavky na pH pody. Vapnomilné rastliny uprednostiuju
neutrdlne az mierne zasadité pddy (napr. mnohé skalnicky), naopak na kyslych podach rastu
kyslomilné rastliny (napr. niektoré ihli¢nany, vresy a vresovce a podobne). Podnu reakciu
rozliSujeme na aktudlnu (aktivnu), ktord meriame vo vodnom vyluhu pody a vymennt, ktort
meriame vo vyluhu s 1 M KCIl. Vymenna reakcia pody je Casovo stalejSia a umoziuje

zohl'adnit’ aj i6ny adsorbované na podne Castice, ktoré sa nam do vodného vyluhu neuvolnili.
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Pomaécky: odmerné valce, kadicky, pipety, skimavky, vahy, pH-meter

Material: vzorka pody, 1 M KCI

Postup: Do kadicky si navazime 20 gramov pddy, ktoru zalejeme 40 ml destilovanej vody,
alebo 1 M KCI. Nechame trepat’ na trepacke asi 5 minut a potom pockame, kym podne Castice
klesni na dno kadic¢ky. Vrchny roztok prelejeme do novej kadicky, kde za staleho miesania

odmerame pH.

2.10.2 Obsah rozpustného hlinika v pode

Princip: AK je pH reakcia pody kysla, hlinik je rozpustny a uvolni sa do vodného vyluhu.
Z neutralnych az alkalickych pdd sa hlinik neuvoltiuje. Mnozstvo rozpustného hlinika
mozeme stanovit’ aluminénovym farbivom.

Pomocky: odmerné valce, kadicky, pipety, skimavky, vahy, spektralny kolorimeter

Material: Vzorka pddy, farebny roztok aluminénu (2,4 g NaOH rozpustime v 20 ml vody,
pridame 12 ml 'adovej kyseliny octovej a 17,5 mg aluminénu. Roztok doplnime vodou na 50
ml objem).

Postup: Zo vzorky pody si urobime vodny vyluh, ku 10 g vzorky pody pridame 20 ml vody,
vzorku zamieSame a pretrepeme podobne ako Vv predoslej ulohe. Vzorku prefiltrujeme
a z filtratu odoberieme 1 ml do d¢istej skimavky. Pridame 0,32 ml aluminénu a roztok
inkubujeme 15 minit pri laboratornej teplote. Absorbanciu meriame na spektralnom

kolorimetri pri vlnovej dizke 530 nm.

Tab. 8. Prehl’ad potreby vapnenia pod v zavislosti od pH.

Navrhované vapnenie
Vymenna Kyslost’ pody

(orna péda, sady)
Silne kyslé pody pod 4,5 1,20 — 1,50 t/ha
45-5,0 0,80 — 1,00 t/ha
Kyslé pody
51-55 0,60 - 0,70 t/ha
5,6-6,0 0,30 - 0,40 t/ha
Mierne kyslé pody 6,1-6,5 0,20 — 0,25 t/ha
6,6 — 6,7 menej ako 0,20 t/ha
Neutralne pody 6,7—-7,2 bez vapnenia
Alkalické pody nad 7,2 bez vapnenia
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Vyhodnotenie: Uréime mieru kyslosti, alebo alkality pody, porovname pH vo vodnom vyluhu
a vo vyluhu s KCI. Na zaklade ziskanych tidajov zhodnotime dostupnost’ hlinika pre rastliny
v nasej vzorke pody. Na zaklade udajov vymennej kyslosti rozhodneme o potrebe vépnenia

podl’a nasledujucej tabulky (8):

2.11 Sledovanie obsahu hlinika v korenoch rastlin

Princip: Hlinik je po kremiku a kysliku treti najrozsirenej$i prvok v zemskej kore. Pri
neutralnom pH sa nachadza v pode hlavne vo forme nerozpustnych aluminosilikatov a nie je
dostupny pre rastliny. Pri kyslom pH (< 4,9) sa vSak uvolfiuje do pédneho roztoku, kde
posobi na rastliny toxicky. Vécsina prijatého hlinika sa v rastlinach vyzraza v bunkovej stene,
kde ho mézeme vyfarbit’ hematoxylinom.

Pomocky: kadiCky, pipety, Ziletky, mikroskop, potreby na mikroskopovanie, spektralny
kolorimeter.

Material. korene kukurice, 0,5 mM CaSQO,, AlCl3, roztok 0,2 % hematoxylinu + 0,02 % KIOs,
1 M HCI.

Postup: Korene rastlin, ktoré boli vystavené 24 hodin posobeniu hlinika (0,5 mM CaSO4 +
0,1 mM AICl3) a kontrolné korene (0,5 mM CaSQ,4) oplachneme v destilovanej vode a
ponorime na 15 min. do 0,2 % hematoxylinu + 0,02 % KIO3. Potom korene preplachneme
Vv destilovanej vode asi 10 minut. Z korenov si mdZeme pripravit’ tenké priene rezy niekol’ko
milimetrov od korefiového apexu a rozlozenie hematoxylinu pozorovat pod mikroskopom.
Z apikalnej Casti zvySku korenov odrezeme desat’ 0,5 cm dlhych segmentov a ponorime ich do
200 pl 1 M HCI na 60 mintt. Kyselina chlorovodikové vytesni hematoxylin z bunkovych stien
a jeho mnozstvo stanovime kolorimetricky pri vinovej dizke 490 nm.

Vyhodnotenie: Urobime zaver o lokalizacii hlinika v koreni, porovname korene vystavené

hliniku s kontrolnymi.

2.12 Meranie obsahu uhli¢itanov metodou titracie

Princip: UhliCitany a hydrogénuhli¢itany su dolezitou zlozkou vodnych ekosystémov, kde
zvysuju ich pufrovaciu schopnost, a tym pomahaji udrziavat’ stabilné pH. Ich mnozstvo je

mozné stanovit’ titraciou s H,SO,4. Reakcia uhli¢itanov prebieha pri pH ~ 8,3 a pokles pH

60



roztoku pod tato hodnotu je mozné sledovat’ fenolftaleinovym indikatorom. Reakcia
hydrogénuhlicitanov prebieha az k pH = 3,8, ¢o je mozné sledovat’ pouzitim metyloranze.
Pomaocky: kadicky, pipety, automaticka byreta, magnetické miesadlo.

Material: vzorky vody, 0,01N H,SO,, fenolftaleinovy indikator (0,25% v 60% etanole),
metyloranz (0,5% v ¢istom etanole)

Postup: Do kadicky napipetujeme 10 ml roztoku a pridame asi 2 kvapky fenolftaleinového
indikatora. Ruzova farba poukazuje na pritomnost’ uhli¢itanov. Roztok titrujeme s 0,01N
H,SO,4 do odfarbenia. Spotrebu si zaznacime ako ,,A“. Pridame asi 2 kvapky metyloranze,
roztok by mal byt Zltej farby. Pokraujeme v titracii, az kym sa farba roztoku nezmeni na
¢ervenu. Spotrebu si oznac¢ime ako ,,B*.

Vyhodnotenie: Vypoc¢imane si koncentraciu uhli¢itanov a hydrogénuhli¢itanov podl'a vzorcov:
COs% (mg/ml) = (0,01 . A . 60 )/ml vzorky

HCO3 (mg/ml) = (0,01 . B-A . 61 )/ml vzorky

(Kde 0,01 je normalita kyseliny sirovej, 60 je molekulova hmotnost’ uhli¢itanového aniénu,
61 je molekulova hmotnost’ hydrogénuhli¢itanového anionu, A a B su spotreby H,SO4

Z titracie).

3 Fotosyntéza a dychanie

3.1 Delenie asimilaénych pigmentov pomocou tenkovrstvovej chromatografie

Princip: Chlorofyly a karotenoidy extrahujeme acetonom z Cerstvych listov a rozdelime
tenkovrstvovou chromatografiou (TLC) na silikagélovej platni. Pracujeme v tmavej miestnosti
pri nepriamom osvetleni a bez zbyto¢nych casovych strat, aby sme minimalizovali degradaciu
pigmentov.

Pomocky: razidlo na vysekdvanie terCikov =z listov, roztieracka, sklena kapilara,
chromatograficka nadoba, silikagélovéa platna.

Material: list muskatu (Pelargonium zonale L.), aceton, vyvijacia zmes (petroléter-
izopropanol -voda 120:10:0,25), MgCO3, morsky piesok.

Postup: Z listu, pomocou razidla na gumovej podlozke, vysekneme pét’ alebo viac ter¢ikov

(podla obsahu chlorofylov). Do roztieracky k ter¢ikom z listov nasypeme malé mnozstvo
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morského piesku, na S$pi¢ku noza MgCO; a zalejeme malym mnozstvom acetonu.
Rozotieranim extrahujeme pigmenty. Extrakcia pigmentov je dostatocna vtedy, ked’
fragmenty listového pletiva nie su zelené. Sytozeleny acetonovy extrakt nanaSame sklenou
kapilarou na platiiu Silufol asi 15 mm od spodného okraja tak, aby priemer Skvrny bol asi 5
mm. Po rozdeleni zmesi pigmentov ich identifikujeme podla polohy na chromatograme a

farby (obr. 11).

Vyhodnotenie: Do protokolu zakreslime
R
frl — ) . . ,

== [p-karotén chromatogram a uvedieme zistené hodnoty Re .
0,8
0,6
0,4 —> feofytiny
L —— chlorofyl a

— chlorofyl b
0,2 Rt

> lutein +

_ zeaxantin

- <o

P Obr. 11. Chromatogram asimilaénych pigmentov.
L0

3.2 Spektrofotometrické stanovenie chlorofyluaab

Princip: Spektrofotometrické stanovenie chlorofylov a a b v extrakte pigmentov spociva
vV merani absorpénych maxim v Cervenej oblasti viditelného spektra, kde karotenoidy
neabsorbuju (nerusia stanovenie). Na meranie sa musi pouzit’ spektrofotometer s dostatocnou
rozliSovacou schopnostou. Vypocet koncentracie oboch chlorofylov v extrakte umoZziuju
rovnice so znamymi molovymi absorpénymi (linearnymi) koeficientmi stanovenymi pre
prislusné rozpustadlo. Pri analyze chlorofylov je ddlezité zabranit' ich degradacii, preto
pracujeme pri nepriamom osvetleni a bez zbyto¢nych ¢asovych strat.

Pomocky: razidlo na vysekavanie tercikov z listov, roztieracky, 20 ml kalibrované skimavky,
lieviky, spektrofotometer

Material: list muskatu (Pelargonium zonale L.), 80% aceton, MgCOs3, morsky piesok
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Postup: Z cCerstvého listu vysekneme trikrat po pét’ terCikov (tri opakovania analyzy). Kazda
vzorku rozotrieme zvlast’ v roztieracke s vel'mi malym mnozstvom MgCO3 (na $picku noza)
spolu s morskym pieskom a asi 2 ml 80% acetonu. Extrakt kvantitativne prefiltrujeme cez
vatovy filter v lieviku do kalibrovanej skumavky. PouZijeme len malé mnozstvo dobre
utlacenej vaty. Po ukonceni filtracie malymi davkami rozpustadla vytesnime absorbované
pigmenty a objem v skimavke doplnime na 5 ml. Extrakt musi byt Ciry. Absorbancie
extraktov zmeriame oproti rozpustadlu na spektrofotometri, podl'a navodu prilozeného k
pristroju, pri vinovej dizke 649, 665 a 750 nm.
Vyhodnotenie: Namerané hodnoty absorbancie pri 649 a 665 nm upravime odc¢itanim
absorbancie nameranej pri 750 nm (korigujeme chybu vzniknuta disperziou svetla v roztoku).
Obsah chlorofylov v extraktoch vypocitame rieSenim nasledujucich rovnic:

Ca=11,63. Ages — 2,39 . Agsg (Mg.I™)

Cb = 20,11 . Agso — 5,18 . Aggs (mg.I™)

Vysledky prepocitame na listov plochu (1 m?). Plocha 1 terdika je 50 mm?.

3.3 Stanovenie asimilaénych pigmentov v liSajnikoch

Princip: Stanovenie zmien v zlozeni asimilaénych pigmentov patri medzi najcitlivejsie
parametre stresove] fyziologie liSajnikov. Schopnost’ niektorych externe aplikovanych
tazkych kovov menit' zloZenie asimilacnych pigmentov v liSajnikoch sa preukéazala len
nedavno. Chlorofyl a (obr. 12) v lisajnikoch je vel'mi citlivy na pritomnost’ medi v prostredi.
V kratkodobych (24 hodinovych) experimentoch jeho obsah klesa s rastiicou koncentraciou
medi. Je pravdepodobné, Zze cast’ chlorofylu asa konvertuje na chlorofyl b oxidaciou
metylovej skupiny na porfyrinovom skelete. Z tohto dovodu v kratkodobych experimentoch
pomer chlorofylov a/b klesa, zatial ¢o suma chlorofylov je stalym parametrom. Obsah
celkovych karotenoidov v lisajnikoch je tiez pomerne citlivym parametrom a pri niektorych
typoch Studii sa mdze vyuzivat’ pri kvantifikacii stresu. Jednym z najcastejSie vyuZivanych
parametrov stresovej fyziologie liSajnikov je stanovenie tzv. integrity chlorofylu a. Tento
parameter predstavuje pomer absorbancii vzoriek extraktov asimilaénych pigmentov
zmeranych pri vinovej dizke 435 nm a 415 nm. Integrita chlorofylu a sa tiez asto nazyva ako
»feofytinizacny kvocient*, pretoze zodpoveda pomeru chlorofylu a ku feofytinu a. V zdravych

stielkach liSajnikov a bunkach fotobiontov zodpoveda tato hodnota ¢islu 1,4. Pritomnost
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tazkych kovov Vv prostredi (napr. Cu a Hg) znizuje integritu chlorofylu na hodnotu nizsiu ako

1.

Chl. a Ry = CH3

Chl. b Bq = CHO

Obr. 12. Chlorofyl a (R = CHg) a chlorofyl b (R; = CHO)

Pomocky: plastové sktimavky sobsahom 10 ml, laboratéorna suSiaren, pipety,
spektrofotometer

Material: stielky diskovnika marového (Xanthoria parietina (L.) Th. Fr.), dimetylsulfoxid -
DMSO

Postup: Stielky diskovnika murového (priblizne 20 mg suchej hmotnosti) ponorime na 24
hodin do 10 ml roztoku 5 mM HEPES tlmivého roztoku v plastovych skimavkach (kontrola)
a do 10 ml roztokov 100 a 500 uM Cu, rozpustenych v 5 mM HEPES. Med’ aplikujeme ako
CuSQq. Rastliny umiestnime do kultivacnej miestnosti.

Chlorofyly a karotenoidy extrahujeme z lisajnika v tme pocas 1 hodiny v 5 ml DMSO pri 65
°C v termostate. Po inkubacii extrakty nechame vychladit’ (asi 10 minut) a zriedime v pomere
1:1 s DMSO. Zakal extraktov testujeme pri 750 nm pouzitim spektrofotometra, pri¢om
absorbancia vzoriek ma byt vzdy mensia ako 0,01. Absorbanciu extraktov meriame pri
hodnotach 665, 648, 435 a 415 nm. Koncentracie chlorofylov vypocitame pouZitim rovnic
odvodenych pre chlorofyl a, alebo chlorofyl b v DMSO. Celkovy obsah karotenoidov
meriame pri vinovej dizke 480 nm. Pomery absorbancie pri 435 nm a 415 nm (Aszs / Asss)
interpretujeme ako feofytiniza¢né kvocienty, odrazajuce pomer chlorofylu a ku feofytinu a.
Obsah chlorofylov a celkovych karotenoidov (Chl.a = chlorofyl a, Chl.b = chlorofyl b,

CARQOT. = celkov¢ karotenoidy) v mg I* vypocitame podla nasledujucich rovnic:

64



Ccha=12,19 . Agss — 3,45 . Asag
C chib =21,99 . Asag — 5,32 . Ages
C caror. = (1000 . Aygo—2,14 . C chia— 70,16 . C cpip) / 220

Vyhodnotenie: Obsah asimila¢nych pigmentov vo vzorkach liSajnikov prepocitame na
jednotky suchej hmotnosti stielok. Vysledky uvedieme v tabulke. Tabulka obsahuje
koncentracie chlorofylu a, chlorofylu b, sumu chlorofylov a pomer chlorofylu a/b. V tabul’ke
uvedieme aj obsah celkovych karotenoidov ahodnoty feofytinizaénych kvocientov.

Porovndme vplyv zvySenej koncentracie medi na obsah asimilacnych pigmentov v liSajnikoch.

3.4 Stanovenie fluorescencie chlorofylu a v listoch vyssich rastlin

Princip: Fluorescencia chlorofylov vznika vtedy, ak sa ich molekula dostava z excitovaného
stavu do zékladného, bez odovzdania elektronu. Zo zmien Grovne fluorescencie je mozné
ziskat’ zdkladny obraz o fungovani fotosystému II (PS II). Listy adaptované na tmu vykazuju
minimalnu fluorescenciu (Fp), ktora je v podstate fluorescenciou pozadia a nezédvisi od
fotochemickych procesov. Po osvetleni listu sa aktivizuju molekuly chlorofylov vo
fotosystéme II a za¢nu odovzdavat’ elektrony na plastochinon (Qa). Tento proces je vel'mi
rychly, takZe sa po kratkom case redukuje vSetok plastochinon a elektronovy transportny
retazec nedokaze absorbovat’ d’alSie elektrony z molekul chlorofylu a. Tieto molekuly sa
zacnu vracat do zdkladného stavu bez odovzdania elektronu, ¢im sa zvysi flourescencia.
Hodnota tejto fluorescencie sa oznacuje ako maximalna fluorescencia (Fy). Po niekolkych
minutach sa aktivizuje cely elektronovy transportny ret'azec a hodnota fluorescencie sa ustali
na novej rovnovaznej hodnote.

Rozdiel Fy — Fo je tzv. variabilnd zlozka fluroescencie (Fy). Cim je variabilnd zlozka
fluorescencie vicsia, tym vykonnejsi je fotosystém Il. Jej hodnota sa vyjadruje ako pomer
Fv/Fm a oznacuje sa aj ako Qv (potencialny kvantovy vytazok fotosyntézy). Jeho priemerna
hodnota pre listy vysSich rastlin sa pohybuje v rozmedzi 0,75 — 0,85. Vplyvom stresu, napr.
chladu, méze dochadzat’ k poskodeniu fotosystému II, ako aj inych zloziek fotosyntetického
aparatu, kvoli comu sa tato hodnota znizi.

Pomocky: kadicky, termostat, chladnicka, fluorimeter.

Material: listy muskatu
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Postup: Z rastlin muskatu odtrhneme dva listy a ponorime do kadiciek s vodou. Jeden list
vlozime do termostatu nastaveného na laboratornu teplotu, druhy polozime do vyparnika
chladnicky. Listy inkubujeme 20 minuat, ¢im na ne pdsobia rozdielne teploty a stcasne sa
adaptuju na tmu. V zatemnenej miestnosti osvetlenej zelenym svetlom nizkej intenzity
odmerame hodnoty Q. Pristroj zapneme tlacidom SET a nastavenim prislusného merania v
menu (podl'a manualu). Fluorescenciu merame trikrat na réznych ¢astiach kontrolného listu,
ako aj listu vystaveného stresu chladom.

Vyhodnotenie: Vypocitame si priemerné hodnoty Qy, pre oba listy. Urobime zaver o miere

poskodenia fotosystému II vplyvom chladu.

3.5 Stanovenie fluorescencie chlorofylu a v machorastoch a liSajnikoch

Princip: Potencialny kvantovy vytazok elektronového transferu cez fotosystém II (PS Il) sa
zvyCajne vyjadruje ako pomer variabilnej a maximalnej fluorescencie. Vysledky su takto
vyjadrené ako pomer F\/Fy, vypocitany ako maximalna fluorescencia (Fy) minus minimalna
fluorescencia (Fo), tzv. variabilna fluorescencia (F\/) delena hodnotou Fy:

(Fm-Fo) / Fm = FulFwm.
Znizenie hodnoty Fy/Fy, ktora je pri zdravych lisajnikoch priblizne 0,6 - 0,7 (relativny
parameter), indikuje poskodenie fotosystému II. Meranie fluorescencie chlorofylu a nie je
destruktivnou metodou, a tak ho mdézeme realizovat’ spolu s d’alsimi fyziologickymi, alebo
biochemickymi meraniami na identickych vzorkach.
Pomécky: 50 ml plastové skimavky, fluorimeter
Material: stielky diskovky bublinatej (Hypogymnia physodes (L.) Nyl.), alebo diskovnika
murového (Xanthoria parietina (L.) Th. Fr.)
Postup: Stielky liSajnikov (priblizne 100 mg suchej hmotnosti) ponorime na 24 hodin do 50
ml roztoku 5 mM HEPES tlmivého roztoku v plastovych skimavkach (kontrola) a do 50 ml
roztokov 100 a 500 uM Cu (pripadne Cd), rozpustenych v 5 mM HEPES. Cd je vo forme
Cd(NOs); a med’ ako CuSOy4. Rastliny umiestnime do kultiva¢nej miestnosti.
Hydratované stielky liSajnikov adaptujeme na tmu pocas 30 mintt. Pracujeme v miestnosti
Ciastocne osvetlenej zelenym svetlom nizkej intenzity. Na pristroji nastavime saturacny pulz
ameriame podla navodu dodaného vyrobcom. Parametre chlorofylovej fluorescencie
meriame na troch nezavislych miestach jednej stielky liSajnika a priemernii hodnotu z nich

pouzijeme pre d’alSie Statistické spracovanie ako jedno meranie.
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Na vypocet fluorescencie pouzijeme vzorec: Fy/Fy = (Fm-Fo)/Fm
Vyhodnotenie: Vysledky uvedieme v tabulke. V tabulke porovname vplyv zvySenych
koncentracii testovanych kovov na liSajniky. Porovndvame medzi sebou aj oba testované

kovy, pripadne rozdiely v citlivosti medzi oboma testovanymi druhmi lisajnikov.

3.6 Spotreba kyslika pri dychani semien

Princip: Pri dychani dochadza k spotrebe kyslika a k uvolfiovaniu CO,. Spotrebu kyslika
mozeme uréit’ sledovanim jeho ubytku z roztoku, v ktorom mame ponorené zrna pSenice.
Mnozstvo kyslika odmeriame kyslikovou elektrodou.

Pomocky: Pristroj na meranie rozpusteného kyslika s elektrédou, pinzeta, pipety, kadicky,
trepacka.

Material: zra pSenice letnej (Triticum aestivum L.) nakli¢ené v tme (48 hodin), fosfatovy
tlmivy roztok s pH 5,5, 1% glukoéza.

Postup: Do 3 kadi¢iek napipetujeme po 10 ml fosfatového tlmivého roztoku, 10 ml 1%
glukézy apridime 20 ml destilovanej vody. Potom elektrodou odmeriame mnozstvo
rozpustené¢ho kyslika v kazdej kadicke. Do 2 kadiciek priddme 15 zfn pSenice, tretia kadicka
ostane bez zfn (kontrola). Kadi¢ky uzavrieme zatkou a polozime na orbitalnu trepacku, ktoru
nastavime na malé obratky (80 rpm). MnoZstvo rozpusten¢ho kyslika v kazdej kadicke
odmeriame po 30 a po 60 minutach a vysledky zapiSeme do tabulky.

Vyhodnotenie: Hodnoty koncentracie rozpusteného kyslika namerané po 30 alebo 60
minutach od¢itame od pociatocnej hodnoty. MnozZstvo spotrebovaného kyslika prepoc¢itame na
objem nasej vzorky (40 ml). Od spotreby kyslika vo vzorkach od¢itame spotrebu v kontrole
bez semien. Vysledok vydelime poctom pouzitych semien a vyjadrime ho ako mnoZzstvo

spotrebovaného kyslika v jednom zrne psenice za hodinu.
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4 Rast a vyvin

4.1 Pestovanie pokusnych rastlin

V bioldgii rastlin sa ako modelovy druh najcastejSie vyuziva arabkovka Thalova (Arabidopsis
thaliana), ale aj d’alSie druhy (tabak virginsky - Nicotiana tabacum, pSenica siata — Triticum
aestivum a iné). Pre experimenty sa Casto kultivuju kli¢ence alebo mladé rastliny. Pre
reprodukovatel'nost’ vysledkov je dolezité, aby sa pouzilo kvalitné osivo so znamym pdvodom
a Standardizované podmienky pestovania. Semena a plody pred vysevom povrchovo

sterilizujeme.

4.1.1 Pestovanie rastlin na pevnych in vitro médiach

Princip: Technika pestovania rastlin v sterilnych uzavretych systémoch s presne danym
zloZenim Zivin umoZznila rozvoj explantatovych kultir a vyznamne ocistila experimentalnu
pracu od niektorych dovtedy tazko definovatelnych javov spojenych S pouzitim zeminy.
Kultiva¢né média obsahuju presne definované typy chemickych zli¢enin (napr. Fe v podobe
FeSO,; vs. chelatované Fe-EDTA) aich koncentracie. Ak su ziviny rozpustené iba
v destilovanej vode s upravenym pH, tak v tejto podobe ide o ,,primitivau vodnu kultaru®,
Vv ktorej nie je zabezpeCeny prisun kyslika do zivného roztoku. Novou kvalitou oproti
klasickej hydroponii je, ze in vitro systém je voci okolitému prostrediu uzatvoreny a sterilny.
Sterilita prostredia umoZznuje pridavat’ do roztoku aj také latky (napr. cukor, vitaminy), ktoré
by v otvorenom systéme mohli viest' k mnozeniu neziaducich organizmov od baktérii az po
rozne plesne. V in vitro kulturach je mozné pestovat’ baktérie, riasy, rastlinné bunky, rdzne
pletiva, organy i celé rastliny a samozrejme i zivoc¢isne bunky. Vyhodou pestovania in vitro je
aj fakt, ze takto pestované kultiry nevyzaduju priebeznl starostlivost az do bodu, kym
neddjde k Gplnému odcCerpaniu vyzivnych latok z média. Nadstavbou k jednoduchému
vznasaniu sa v sterilnom Zivnom roztoku je pouZitie roznych nosi¢ov, na ktoré¢ sa rastlinny
material ulozi (sklené guldcky, Specidlne plastové mostiky, sietky) aje iba ciastocne
ponoreny. Vymena plynov a premieSavanie v médiu sa daji pomerne jednoducho zabezpecit

umiestnenim kultivaénych nadob na trepacky s primeranym rpm (revolutions per minute).
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Niektory rastlinny material vyZzaduje rast na pevhom médiu a vtedy sa do pripraveného
roztoku pridava zelirujuca latka, zvycajne polysacharid (agar). Vznikne vyzivna Zelatina,
ktora ma fyzikalne vlastnosti blizSie pode nez hydroponii. Zatemnenie, napr. pre rast korenov,
sa docieli pridavanim aktivneho uhlia do média, pripadne obalenim casti kultivaénych nadob
nepriesvitnou tkaninou ¢i alobalom. NajznamejSim a najpouzivanejSim médiom je upravené
Murashige-Skoog médium, ktoré sa nielenze dostalo do komer¢ného predaja vo forme
praskovej zmesi, ale vzniklo aj nespocetné mnozstvo jeho verzii s pridanim/odobratim
roznych d’alich soli, horménov, vitaminov atd’. pre pestovanie materialu vyzadujuceho inu
VyZivu.

Do zakladného MS média je mozné pridavat’ pred autokldvovanim termostabilné latky a po
sterilizacii 1 latky termolabilné. Sterilitu termolabilnych latok mdZzeme zabezpecit’ rdzne,
napriklad ich roztoky filtrujeme cez sterilné membrany s priemerom pérov mensim nez 0,45
pum. Vyber materidlu membrany zavisi od fyzikdlnochemickych vlastnosti sterilizovanej latky.
Tiez je mozné sterilizovat' oziarenim UV alebo y radidciou. V niektorych pripadoch je
jednoduchsie rozpustit’ takéto latky v rozpustadle so steriliza¢nymi u€¢inkami (napr. DMSO —
dimetylsulfoxid, etanol, metanol) a pridat’ ich do vysterilizovanych zivnych pdd vychladenych
na cca. 40 °C este pred stuhnutim.

Pomaocky: kadicka, navazovacie lodicky, chemicka lyzicka, magnetickd miesacka alebo sklena
ty¢inka, jednorazové sterilné Petriho misky alebo uzatvarate'né sklenené kultivacné nadoby,
Pasteurova pipeta, autoklavovatel'na fl'aSa, parafilm, pH meter, vahy, sterilny box, autoklav.
Material: zékladné soli upraveného Murashige-Skoog (MS) média (Duchefa), agar,
sachardza, IN KOH, 1N HCI, destilovana voda.

Postup: Na pripravu MS média s 1/2 koncentraciou mineralnych soli navazime 2,151 g/l MS
zmesi, 10 g/l sachardzy (na 1% roztok sacharozy) a dokladne rozmieSame. Upravime pH
pomocou KOH pripadne HCI na hodnotu 5,7. Do autoklavovatel'nej fl'ase nasypeme 10 g/l
agaru, zalejeme pripravenym zivnym roztokom a sterilizujeme v autoklave 15 mintt pri 120
°C a 120 kPa. Vysterilizované médium nalejeme v prostredi sterilného boxu do sterilnych
nadob, ktoré¢ nechame otvorené stuhnut. Nadoby uzatvorime a utesnime parafilmom. Hotové

média ihned’ pouzijeme, alebo ich docasne uskladnime v chlade a tme.

69



4.1.2 Stanovenie viability rias pouZzitim farbiva trypanova modra

Princip: Test viability buniek rias je zalozeny na tom, Ze trypanovd modrd prenika
plazmalémou mrtvych buniek, ktoré st potom farebne rozliSitelné od zivych, zeleno
sfarbenych buniek.

Pomécky: mikroskimavky (eppendorfky), pipety, mikroskop, pomdcky na mikroskopovanie
Material: kultury rias Trebouxia erici Ahmadjian, alebo Scenedesmus quadricauda (Turpin)
Brebisson, 0,4% roztok trypanovej modre;j

Postup: Kvapalné kultary rias vystavime vybranému typu stresu, napr. pridavok tazkého kovu
do Zivného média, zvySena teplota, alebo zniZenie pH prostredia pocas 24 hodin. Nasledujuci
deit bunky z média odoberieme pipetou do mikroskimavky (100 pl) a pridame identické
mnoZstvo 0,4 % roztoku trypanovej modrej. Roztoky zmiesame a nechame stat’ 5 minit. Cast
roztoku s bunkami prenesieme na podlozné mikroskopické sklicko, prikryjeme krycim
sklickom a pozorujeme v mikroskope. Bunky s poskodenou cytoplazmatickou membranou sa
sfarbia na modro. Viabilitu stanovujeme ako mnozstvo zelenych, na modro nesfarbenych
buniek, vydelené poctom vsetkych pocitanych buniek (analyzujeme minimélne 3 x 100 buniek
pre kazdy variant experimentu). Nasobenim ¢islom 100 ziskame vysledok v percentach.
Vyhodnotenie: Vysledky uvedieme v tabulke. V tabulke porovname vplyv vybraného typu

abiotického stresu na viabilitu buniek rias.

4.2 Klicenie

4.2.1 Kli¢ivost’ malych semien

Princip: Kli¢ivost je schopnost’ semien vykli¢it' udana v %. Kli¢ivost malych semien,
pripadne plodov sa stanovi po vykliceni v Petriho miskach na filtratnom papieri. Semena a
plody kli¢ia a rasta, kym kli¢ne rastliny dosiahnu potrebnii velkost. Rychlost’ klicenia
ovplyviiuje teplota. Pri stanoveni kli¢ivosti je doba, po ktorej sa vyhodnoti, uvedena
V normdch pre jednotlivé plodiny.

Pomdécky: Petriho misky, filtraény papier, pinzeta, preparacna ihla, sklené gul'6cky

Material: semena l'anu siateho (Linum usitatissimum L.), 1% chloramin
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Postup: Semend povrchovo sterilizujeme 10 minut v 1% chloramine. Z filtraéné¢ho papiera
vystrihneme kruh, na ktorom vyznacime siet’ 10 x 10 Stvorcov. Papier ulozime na vrstvu
sklenych gul'6¢ok do Petriho misiek a navlhéime destilovanou vodou. Na filtraény papier
pomocou pinzety alebo preparacnej ihly ukladame povrchovo sterilizované semena do
jednotlivych stvorcov. Petriho misky prikryjeme, pravidelne kontrolujeme a obsah udrziavame
vo vlhkom stave.

Vyhodnotenie: Kli¢ivost’ semien (%) vyhodnotime po tyzdni. Semena s nevyvinutymi, a

deformovanymi korenimi sa za vykli¢ené nepovazuju.

4.2.2 Kli¢enie semien v miskach s trvalym zavlaZovanim

Princip: Pri kliceni vac¢Sich semien a pri pestovani kli¢nych rastlin sa ¢asto pouziva sposob,
ktory umoznuje trvalé zavlazovanie semien.

Material: semend hrachu siateho (Pisum sativum L.), zrna pSenice letnej (Triticum aestivum
L.).

Pomaocky: klicidla, filtraény papier, pinzeta.

Postup: Kli¢idlo pozostava zo spodnej misky, strednej misky a zvonu s vetracim otvorom. Do
spodnej misky nalejeme destilovant vodu. Do strednej misky vlozime dva na seba kolmé pasy
filtraéného papiera tak, aby ich konce siahali po vyhnuti do spodnej misky. Na pasy polozime
kruh filtracného papiera s vyznacenou sietou 10 x 10 Stvorcov. Filtracny papier navlhé¢ime a
pinzetou nan ukladdme semena do narysovanych Stvorcov tak, aby sa navzdjom nedotykali.
Kli¢idlo prikryjeme zvonom. Pésy filtraéného papiera, ponorené do spodnej nadoby,
umoziuju trvalé zavlazovanie pokusnych rastlin. Vetraci otvor vo zvone zabezpec€uje prisun
kyslika.

Vyhodnotenie: Ako v predchadzajucej tlohe.

4.2.3 Stanovenie klic¢ivosti redukciou tetrazoliovej soli

Princip: Biochemicky test kliivosti semien je zaloZzeny na odliSnom zafarbeni zivého a
mitveho pletiva zarodku. Bunky Zzivého pletiva obsahuju aktivne dehydrogenazy, ktoré
redukuju akceptory vodika, napriklad 2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid (TTC). Z bezfarebnej

tetrazoliovej soli vznikne Cerveny trifenylformazan (obr. 13).
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+HCI

2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid trifenylformazan

Obr. 13. Tvorba trimetylformazanu z tetrazoliovej soli

Pomaocky: odséavacky, vyveva, vodny kupel

Material: 2% 2,3,5-trifenyltetrazoliumchlorid, semena hrachu siateho (Pisum sativum L.)
roznej kli¢ivosti

Postup: Semena hrachu preplachneme vodou a nechame napucat. Z napucanych semien
vypreparujeme embrya, vlozime ich do odsavacky a zalejeme roztokom TTC. Odsavacky
d’alej na 30 minat ponorime do vodného kupela s teplotou 40 °C a prikryjeme (reakcia
prebieha v tme). Teplotu kupel'a kontrolujeme. Potom roztok TTC zlejeme do zasobnej fT'ase
a embrya preplachneme vodou.

Vyhodnotenie: Vyhodnotime percento kliivosti. Za zivé, teda kli¢ivé, povazujeme embrya
celé zafarbené a embrya s nezafarbenou Spickou korienka. Vysvetlime ako stvisi kli¢ivost’ so

zmenami zafarbenia.

4.2.4 Stratifikacia semien

Princip: Semena dormantnych druhov rastlin (napriklad ovocnych drevin z ¢el'ade ruzovitych)
klicia lepsie, ked’ st dlhSiu dobu v turgescentnom stave vystavené chladovej stratifikécii,
posobeniu nizkych teplot okolo +5 °C. Vplyv nizkej teploty sa prejavi znizenim obsahu
inhibitora klicenia - kyseliny abscisovej a zvySenim obsahu giberelinov, ktoré stimuluju
kli¢enie. Dormanciu semien mozno prerusit’ aj exogénnou aplikaciou kyseliny giberelove;.
Pomdécky: kvetinace, Petriho misky, piesok, chladnicka

Material: semena jablone domacej (Malus domestica BORKH.), hrusky obycajnej (Pyrus
communis L.), ruze $ipovej (Rosa canina L.), kyselina giberelova (50 mg.I™), hlinikova folia
Postup: Semena drevin rozdelime na tri Casti. Kontrolni ¢ast’ semien ulozime do Petriho

misiek a umiestnime v tme pri 20 °C. Udrziavame v mierne vlhkom stave. Druht ¢ast’ semien
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ulozime tiez do Petriho misiek v tme pri 20 °C, ale semena pravidelne zvlh¢ujeme roztokom
kyseliny giberelovej. Tretiu ¢ast’ semien zmieSame v kvetindcoch s pieskom v pomere 1:4,
zakryjeme a ulozime v chladniCke pri teplote priblizne +5 °C. Piesok udrziavame mierne
vlhky.

Vyhodnotenie: V pravidelnych intervaloch zaznamenavame pocet vyklicenych semien
v pokusnych aj kontrolnych variantoch. Do tabul'ky zaznamenavame percentudlne hodnoty.
Za vykli¢ené povazujeme semend, ktorych korienok ma aspoti dizku semena a vyhonok dizku

aspoi polovice semena.

4.3 Hormény

4.3.1 Biotest na subapikalnych segmentoch koleoptil pSenice

Princip: Biotesty s metody dokazu alebo stanovenia biologickej aktivity latok na zaklade ich
vplyvu na rastliny. Biologicky aktivne latky ovplyviuju rastové procesy, ktoré sa prejavuju
napriklad v zmenach intenzity predlzovacieho rastu, delenia buniek a i. Testom na
segmentoch koleoptil pSenice sa stanovuje vplyv horménov a podobnych latok na rast
segmentov pSeni¢nych koleoptil. PredlZovaci rast segmentov je priamo Umerny obsahu
pridaného hormoénu. Test mozno vyuzit' aj na zistenie u€inku roznych biologicky aktivnych
latok na rast.

Pomocky: tmava miestnost’” so zelenym osvetlenim, pomdcka na vysekdvanie segmentov
koleoptil, Petriho misky o priemere 40 a 100 mm, termostat

Materidal: zrna jarnej odrody pSenice letnej (Triticum aestivum L.), Truelsenov roztok (8 ml
0,1 M KOH, 3,15 ml 0,1 M kyseliny citronovej, 1,5 ml 0,5 M Ca(NOs); a 1,5 g sacharozy
doplnit’ destilovanou vodou na 150 ml), roztoky kyseliny 3-indolyloctovej (IAA) s obsahom
0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 mg.1000 ml™? v Truelsenovom roztoku, 1% chloramin.

Postup: Zrna pSenice nechdme dve hodiny napuciavat’ vo vode pri difiznom osvetleni. Potom
ich preplachneme v roztoku chloraminu (10 minut) a uloZzime v jednej vrstve do misiek s
trvalym zavlazovanim. Nechame kli¢it' v tme pri 25 °C, pri vysokej vzdusnej vlhkosti. Na
stvrty deti koleoptily dosiahnu dizku asi 25 mm. Hodnotenie priebehu klidenia a d’alsie prace

robime v zatemnenej miestnosti pri zelenom osvetleni. Na biotest vyberieme vyrovnané,
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rovnako dlhé koleoptily, ktoré¢ oddelime od zrna a ulozime do zariadenia na vysekavanie
subapikalnych segmentov. Segmenty dizky 4,2 mm vysekavame z koleoptil asi 2 mm pod
vrcholom. Segmenty vkladame na 1 hodinu do destilovanej vody. Potom ich pomocou pinzety
vyberieme na filtraény papier, osusime a ukladdme po 15 az 20 ks do Petriho misiek s
pripravenymi roztokmi IAA v Truelsenovom roztoku:

0,001 mg IAA v 1000 ml

0,01 mg IAA v 1000 ml

100 mg IAA v 1000 ml

kontrola (Truelsenov roztok)

Pokus urobime v troch opakovaniach. Petriho misky so segmentmi vlozime do termostatu a
kultivujeme 20 hodin v tme pri 25 °C. Potom segmenty vyberieme, osuSime filtracnym
papierom a zmeriame ich dizku.

Vyhodnotenie: Od hodnoty nameranej dizky segmentov odéitame hodnotu dizky segmentov
pred kultivaciou, t.j. 4,2 mm. Z kazdej série 12 segmentov vyradime segment s najvyssou a
najniz§ou hodnotou. Dizky prirastkov v jednotlivych variantoch vyjadrime v percentach
stimulacie oproti kontrole a vyhotovime graf zavislosti % stimulacie od koncentracie IAA

mg/L). V pripade inhibicie uvedieme % inhibicie oproti kontrole.
prip p

4.3.2 Cytokininovy biotest na oddial’ovanie senescencie listov

Princip: Fytohormény cytokininy (CKs) reguluji velké mnoZstvo procesov pocas rastu
a vyvinu rastlin. Jednym z ich G¢inkov je aj schopnost’ oddialit’ senescenciu (starnutie) listov
v tme. Tma urychluje proces rozkladu chlorofylu a dochadza k volnym okom
pozorovate'nému zltnutiu (t.j. starnutiu - senescencii). CK biotest je zaloZzeny na schopnosti
CKs tento senescencny proces spomalit. Dnes je predstava mechanizmu tohto uc¢inku
zalozena na spomaleni dychania, ako aj degrada¢nych procesov veducich k rozkladu
chlorofylu. Rozklad fotosyntetickych pigmentov vedie k nefunkénosti fotosyntetického
aparatu a tym k obmedzenému prisunu energie z procesov fotosyntézy.

Povodna praca, ktord dokazovala dolezitost CK signalnej drahy, zahffiala pokusy
s mutantnymi rastlinami Arabidopsis thaliana (Riefler et al., 2006). Tieto rastliny mali
poskodené gény pre CK receptory. Sledovalo sa, ¢1 mutantna rastlina dokaze aj s vyradenym

receptorom prijat CK signal (CK pridany experimentidtorom) a branit’ rozkladu chlorofylu
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vtme. Takto sa zaCalo odkryvanie signalnej drahy fyziologického posobenia CKs na

molekularnej urovni.

Material: listy ja¢mefa alebo v pripade ich nedostupnosti sa pouzijii -50 mm? ter¢iky z listov

muskatu Pelargonium sp., benzyladenin, 0,1 M NaOH, 0,1 M HCI, destilovana voda,morsky

piesok

Pomdcky: 4 skiimavky so zabrusom s objemom do 10ml, laboratérny stojan na skimavky,

hodinové¢ sklicko, lievik, skalpel, 5 malych kadiciek, automatické pipety a Spicky, noznice

(korkovrt a drevena podlozka), pinzeta

Postup: Pripravime si roztoky cytokininu - benzyladeninu (BA).

1.
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Navazime priblizne 1 mg BA na hodinové sklicko. (V pripade nedostatocnej presnosti
analytickych véh je potrebné navazit’ aspon desatndsobné mnozstvo, t.j. asi 10 mg.)
Podl'a navazky vypocitame objem rozpustadla nevyhnutného na pripravu zasobného
roztoku s molaritou 5.10*M. Ked'ze ide o nepolarnu latku, ktora ma v destilovanej
vode obmedzenu rozpustnost’, je potrebné BA najprv rozpustit’ v 200ul 0,1M NaOH.
Roztoky rozpustadiel musia byt ¢ire, nesmi obsahovat’ zdkal ani zrazeninu.

Roztok kvantitativne prelejeme pomocou lievika do sklenenej uzatvarate'nej nadoby
(skimavka so zabrusom). ZvySky rozpusteného BA z hodinového sklicka a lievika
kvantitativne vymyjeme vypocitanym objemom destilovanej vody a zneutralizujeme
200ul 0,1M HCI. (rovnakym objemom ako v pripade NaOH) na pozadovani molarnu
koncentraciu 5.10*M.

Do 3 cistych oznafenych sklenenych skiimaviek s uzaverom (popis musi obsahovat
meno Studenta, daitum a typ inkubacného roztoku) sa napipetuje 1ml destilovanej
vody, 1ml 5.10“M BA a 1ml 5.10°M BA.

Medzitym odreZeme priblizne 5-10 cm dlhé listové Cepele (alebo vyrezeme 5 teréikov
z listu muskatu). Cepele odvazime, ich hmotnost si zapiSeme a ponorime ich do
prislusného inkubaéného roztoku.

Skumavky s pokusnym materialom uzavrieme, vlozime do termostatu s teplotou 25°C
a inkubujeme v tme 7 dni.

Z toho istého rastlinného materialu odoberieme aj listy na extrakciu chlorofylu, aby sa
vedel obsah fotosyntetického pigmentu na zaciatku experimentu. Listy rozotrieme
Vv trecej miske so Stipkou morského piesku aasi 2ml 80% acetonu. Extrakt

prefiltrujeme pomocou vaty v lieviku do kalibrovanej skamavky, aby sa odfiltrovali



zvySky rastlinného materidlu a piesku. Skiimavku doplnime 80% acetéonom na objem 4
ml. Obsah vyextrahovaného chlorofylu stanovime spektrofotometricky.
Absorbancia sa meria pri 663, 646 nm (absorpéné maxima chlorofylu a resp. b) a
750nm. (Pri tejto vlnovej dizke chlorofyl neabsorbuje, preto je tato absorpcia
povazovand za Sum. Sum je potrebné zohladnit vo vypodtoch, inak skresluje
namerané vysledky).
8. Po tyzdni inkubacie sa skimavky vyberti a spektrofotometricky sa v nich stanovi
obsah chlorofylu podl'a ulohy 3.2.
Vyhodnotenie: Ziskané vysledky spolu s datami z predoslého tyzdna sa vynesu do grafu.
Graf bude zobrazovat’ zmeny obsahu chlorofylu v zavislosti od koncentracie pridaného
cytokininu. Zaver bude obsahovat’ komentar k vysledku pokusu, zhodnotenie Uspesnosti

experimentu a odovodnenie, preco sa dospelo k takym vysledkom.

4.3.3 Apikalna dominancia

Princip: Apikéalny (vrcholovy) pucik brzdi rast pucikov v pazuchach kli¢nych listov. Je to
prejav apikalnej dominancie, vyvolanej horménom auxinom, ktory sa syntetizuje v apexe a
translokuje jednosmerne bazipetdlne. Po amputacii vrcholu, v dosledku zruSenia apikalnej
dominancie, pazusné puciky zac¢nt rast. Ich rast inhibuje aplikacia exogénnej IAA na reznu
plochu po dekapitovanom vrchole.

Pomaocky: kyveta so sklenym vekom, polystyrénova platia.

Material: semena hrachu siateho (Pisum sativum L.), vodna lanolinova pasta (1 g bezvodého
lanolinu s 1 ml vody v roztieratke roztierame dovtedy, kym pasta nadobudne tuhSiu
konzistenciu a voda je s tukom celkom spojend.) a lanolinova pasta s obsahom IAA (1 g
vodnej lanolinovej pasty 5 minut roztierame s 5 mg IAA. Uchovavame v chladnicke).

Postup: Semena hrachu predpestujeme v pilinach v plastovej nddobe. Piliny povarime 30
minut pri 100 °C. Vodu zlejeme a po osuseni na piliny navrstvime napucané semena hrachu
bez osemenia, prikryjeme pilinami. Piliny navlhéime vodou v pomere 1:1 a nadobu
prikryjeme sklom. Po troch dnoch, ked’ st korienky kli¢encov priblizne 50 az 170 mm dlhé a
epikotyly sa este nepredizili, ich prelozime do kyviet naplnenych vodou na perforovani

platiu z penového polystyrénu tak, aby korene prechadzali otvormi do vody. Kyvety
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umiestnime v tme, kym epikotyly dosiahnu dizku asi 30 mm. Dalej rastliny rozdelime do 3
skupin, kazda po 20 rastlinach.

1. skupina: kontrolna,

2. skupina: epikotyly dekapitujeme 5 az 10 mm nad kli¢nymi listami a na rezni plochu
vysusenu filtraCnym papierom nanesieme kontroln vodnu lanolinovu pastu.

3. skupina: na dekapitovany epikotyl nanesieme IAA pastu.

Pokusné rastliny kultivujeme v tme pri konstantnych podmienkach.

Vyhodnotenie: Po 10 az 14 dnoch pokus vyhodnotime.

1. skupina: etiolované rastliny, v pazuchach kli¢nych listov su axilarne puciky inhibované.

2. skupina: dekapitaciou termindlneho pucika sa prerusil inhibi¢ny vplyv na pazus$né puciky,
ktoré zacali rast. Jeden z nahradnych epikotylov sa stdva dominantnym a spomal’uje rast
druhého.

3. skupina: exogénna IAA funkéne nahradila inhibi¢énym vplyvom chybajtci vrchol, axilarne
puciky sa nevyvijaji.

Prejav apikalnej dominancie vplyvom IAA zaznamename a zakreslime do protokolu.

4.3.4 Prejavy polarity na vyhonkoch viby

Princip: Typickym prejavom polarity stoniek je tvorba korefiov na bazdlnom a tvorba
vyhonkov na apikalnom pdle. Na baze stonky sa hromadi auxin a stimuluje pericykel k tvorbe
kalusu a adventivnych koreniov. Stimula¢né latky sa transportuju lykom a priméarnou korou.
Ddkazom toho je, Ze ak sa konarik okrizkuje, ¢ize sa odstrania krycie pletiva a lykova Cast’,
nad miestom zasahu regeneruji korene a pod nim puciky. Ked’ okrizkujeme konarik tesne
pod apikdlnym poélom, tvoria sa puciky na oboch stranach kruzku, lebo v kratkom
neporusenom useku kondrika sa nenahromadi dostatoné mnozstvo auxinu potrebné na
regeneraciu korena.

Pomacky: ostry ndz, 500 ml odmerné valce, papierova vata, hodinové sklicka.

Materidl: jednoroéné vyhonky viby (Salix sp.) dizky asi 0,2 m.

Postup: Odrezky viby, na ktorych extirpujeme vsetky puciky, rozdelime do Styroch skupin po
pat kusov:

1. skupina: Odrezky vlozime apikalnym polom hore do valca, na dno ktorého sme ulozili 20

mm vrstvu vlhkej papierovej vaty. Valce prikryjeme hodinovym sklom.
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2. skupina: postupujeme ako pri 1. skupine, ale odrezky v strede okrazkujeme, t. j. odstranime
asi 10 mm S$iroky prstenec kory a lyka.

3. skupina: postupujeme ako pri prvej skupine, ale asi 10 mm pod vrcholom odrezky
okrazkujeme.

4. skupina: odrezky vlozime do valca obratene, t.j. apikalnym koncom dolu.

Vyhodnotenie: Vo vSetkych variantoch sledujeme prejavy polarity, tvorbu kalusu a
regeneraciu adventivnych koretiov a vyhonkov. Zakresl'ujeme po dvoch a Styroch tyzdnoch od

zalozenia pokusu.

4.3.5 Histochemicky test aktivity p-glukuronidazy v Arabidopsis thaliana

Histochemicky test aktivity B-glukuronidazy (GUS) je Casto pouZivana histochemickd metoda
v rastlinnej, ale aj bakterialnej biologii. Cielom tejto techniky je analyza aktivity promotora
pre Specificky gén v réznych pletivach, tkanivach alebo za réznych podmienok. Aktivny
enzym GUS (povodne pochadza z Escherichia coli) premiena bezfarebny substrat na
nerozpustny farebny produkt. NajbeznejSie pouzivanym substratom je 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl B-D-glukuronid (X-gluc) aza pritomnosti oxida¢nych katalyzatorov KsFe(CN)g
a K4Fe(CN)g sa vytvori derivat indiga (Obr. 14).

O - glukurénova OH
Br kyselina Br
\ B-glukuronidaza | \
NH NH
kyselina

glukurénova

oxida¢na dimerizacia

Br.

5,5'- dibrémo - 4,4' - dichléro - indigo
farebny nerozpustny produkt

Obr. 14. Farebna reakcia X-gluc za pritomnosti B-glukuronidazy a oxidaénych katalyzatorov.

Upravené podla https://www.bio.purdue.edu/people/faculty/karcher/blue2000/figl.gif
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V tomto pripade pojde o synteticky auxinovy promotor DR5 (Ulmasov et al., 1997, Obr. 15),
ktory pozostava zo sekvencie z virusu mozaiky karfiolu obohateného 0 niekol’ko repetitivnych
sekvencii auxin-responzivneho elementu (AuxRE). AuxRE motiv (TGTCTC) sa nachadza
Vv promotoroch génov, ktoré si exprimované za pritomnosti transkripénych faktorov

odpovedajucich na auxinovy signal (Liu et al., 1994).

I Promodtor Gén

Promdtor | GUS reportérovy gén
DR5 Promdtor I GUS reportérovy gén I

Obr. 15. Schéma nativneho prométora s génom, nativneho promotora S reportérovym génom

GUS a syntetického promotora s GUSom

Pomdcky: pinzeta, pipety, mikroskumavky, pH meter, krycie a podlozné sklicka, termostat,
mikroskop.

Material: 7 diové klicence Arabidopsis thaliana s GUS génom pod syntetickym promoétorom
DRS5, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-glukuronid, DMSO, fosfatovy pufer pH=7 (100 mM
NaH,PO, .H,0 a 100 mM Na;HPO, .12H,0), 50mM Ks3Fe(CN)s, 50mM K;Fe(CN)g.3H20,
etanol, detergent.

Postup: Pripravime si 100mM fosfatovy pufer zmiesanim NaH,PO, .H,O a Na,HPO, .12H,0
a upravime pH na hodnotu 7 (pocitame 1ml pufru na 1 vzorku), rozriedime katalyzatory
oxidacie na 5S0mM koncentraciu (pridavame 10 pl z kazdého na 1 vzorku). Rozpustime X-
gluc v DMSO na koncentraciu 1mg/ml (pouzijeme 0,01 mg X-gluc na 1 vzorku). ZmieSame
Iml fosfatového pufru, 10 pul 50mM KszFe(CN)g, 10 ul 50mM KyFe(CN)g.3H,0O, 10 pul
detergentu a 10 pl rozriedeného X-gluc. Odoberieme vzorky z rastlin, listy alebo korene, do
mikroskiimavky a pripipetujeme pripraveny inkubacny roztok. Skimavky uzavrieme a dame
zahrievat' do termostatu na 37°C po dobu 30 mintt. V pripade zelenych pletiv nahradime
inkubacny roztok etanolom na odfarbenie chlorofylu, nezelené pletivda mézeme okamzite
prezerat’ pod mikroskopom v preparate s kvapkou vody.

Vyhodnotenie: Ur¢ime a zakreslime zafarbené oblasti z preparatu - bunky, pletiva, pripadne
rastlinné organy. Vyhl'addme v literatire informéacie o miestach s najvy$Sou koncentraciou

auxinu v rastline a odiskutujeme pozorované zafarbenie.
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4.3.6 Konfokalna mikroskopia

Nedostato¢né rozlisenie objektu pri fluorescencnej mikroskopii v minulosti neumoznovalo

jednoznacné zobrazovanie mikroskopickych struktar (obr. 16). Problém nizkeho rozlisenia sa

vyrie$il objavom konfokalneho laserového skenovacieho mikroskopu (KLSM).

detektor

deli¢ lucov

0 SoSovka

------ t .« o - rovina ostrosti

16. Schematicky obraz rozliSenia toho istého rezu
Z objektu nasnimany fluorescenénym mikroskopom (nal'avo)

a obraz z konfokalneho laserového skenovacieho mikroskopu

Obr. 17. Schéma principu KLSM.
Sosovkou usmerneny la¢ svetla (laser)
prechddza cez apretiru a delic lucov
odrazi iba svetlo Ziaducej vinovej dizky
smerom na objektiv. Ostatné vlnové
dizky cezeii prechadzajii s nezmenenym
smerom. V SoSovke objektivu sa luce
nasmeruji do jedného bodu vzorky
aexcituyja  fluorofor vo  vzorke.
Emitované fluorescencné svetlo volne
prechadza delicom lacov az do
detektoru, kde sa signdl zachyti
anasledne softvérovo spracuje do

podoby vysledného obrazu na monitore.

Zakladna ststava mikroskopu (obr. 17) obsahuje zdroj svetla (laser), sadu zrkadiel (deli¢

lucov), detektor a softvér. Tento mikroskop snima fluorescenciu iba z ur¢it¢ho bodu jednej

roviny — ohniska (bod, v ktorom sa zbiehaju svetelné luce zo zdroja, t.j. je konfokalny), a nie z

celej plochy ako je to u klasického fluorescenéného, teda umoziuje odfiltrovat’ neZiaducu

fluorescenciu z vrstiev nad a pod rovinou ostrosti. Nasnimané body spéja do rovin a tieto

vrstvy (virtudlne rezy bez poruSenia Struktury objektu) je mozné softvérovo zlozit

a pozorovat objekty i v 3D a redlnom case.
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Obr. 18. Excitatné (plna ciara) a emisné
(prerusovana  Ciara)  spektrum  GFP
standardného typu. Strukttra nad vrcholom je
rézne protonovanou formou chromoforu

GFP  (Tsien, 1998). Castejsic sa ale

absorbancia

vyuzivaju rozne modifikacie Standardného

8% 200 500 600
vinové dizka (nm) GFP s pozmenenymi spektralnymi profilmi.

Pre Arabidopsis bol na zéklade DRS5::GUS (Ulmasov et al., 1997) konstruktu vytvoreny
DR5rev::GFP pozostavajuci z deviatich repeticii AuxRE (TGTCTC) sfazovanych v inverznej
orientacii s CaMV minimalnym 35S promotorom (Friml et al., 2003). GFP (Green
Fluorescent Protein) sa po oziareni svetlom urditej vlnovej diZky excituje, protonizuje
a nasledne tento nestabilny stav vedie k deprotonizacii a emisii fluorescencie (obr. 18), ktort
zachytava detektor mikroskopu.

Pomaocky: plastové Petriho misky hranaté, pH meter, mieSadlo, magnetickd mieSacka, lyzicka,
navazovacky, lepiaca paska, parafilm, pinzeta, pipety, sterilné Spicky, mikroskiimavky,
skalpel, krycie a podlozné skli¢ka, konfokalny laserovy skenovaci mikroskop.

Material: semena Arabidopsis thaliana s GFP génom pod syntetickym proméotorom DR5rev,
upravené Murashige-Skoog (MS) médium, agar, sacharéza, IN KOH, IN HCI, DMSO,
cytokinin (benzyladenin), auxin, kyselina giberelova, kyselina salicylova, 70% etanol, SAVO,
detergent, sterilna destilovana voda, 0,05% autoklavovany agar, netkana lepiaca paska, alobal.
Postup: Pripravime si zdsobné roztoky fytohormoéonov v DMSO, tak aby vysledna koncentracia
v médiu bola 0,1 pM. Dbame na to, aby koncentracia DMSO vo finalnom meédiu bola vSade
rovnaka. Média prichystame podl'a tlohy 4.1.1, po ochladeni na 40°C v sterilnom boxe do
nich pridame adekvatne mnozstvo zasobného roztoku fytohormonu a nalejeme do misiek, aby
médium stuhlo. Pripravime si aj dve kontroly, jednu s DMSO adruht bez DMSO.
Vysterilizujeme si semena s vlozenym DRS5rev::GFP ponorenim do Iml 70% etanolu na 2
minity a na 10 minat do 10 % roztoku SAVA strochou detergentu. Semena trikrat
preplachneme sterilnou destilovanou vodou a pripipetujeme 0,05% autokldvovany agar. Na

takto pripravené média vysejeme vysterilizované semena Arabidopsis pomocou pipety so
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sterilnymi $pi¢kami do jedného radu vo vrchnej Casti misky s rozstupmi cca 5mm. Misky
oblepime netkanou lepiacou péaskou, zabalime do alobalu a ulozime na 3 dni do chladu a tmy.
Stratifikované semena na miskach vyberieme do kultiva¢nej miestnosti (rezim 16/8 svetlo/tma
a23°C) apo 7 dnoch pozorujeme pod mikroskopom korenové Spic¢ky. Pripravime nativny
preparat korena v kvapke vody, nastavime excitaciu na 484 nm aemisiu na 510 nm a
pozorujeme. Pozorované objekty nafotime.

Vyhodnotenie: Na snimkach koretiovych Spiciek s oblastami fluorescencie uréime pletiva
(bunky), kde je exprimovany DRS5rev::GFP. V odbornej literatire pohl'addme informécie ako
vplyvaju jednotlivé hormény na auxin-responzivne gény a vyhodnotime pozorované javy.
Zhodnotime anatomicky i morfologicky vzhlad rastlin a v literatire najdeme molekularny

mechanizmus uc¢inku exogénne aplikovanych latok.
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