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Abstrakt

V naSem experimentu jsme se zabyvali vlivem Cd®** na explantovou kulturu
sluneénice ro¢ni kultivaru Aloha. Explantatovéa kultura byla vystavena koncentracich 0, 5, 10,
50, 100 a 500uM po dobu 7 dna a byly u ni sledovany zmény v antioxidacni aktivité. Ke
sledovani antioxida¢ni aktivity byly pouzity metody ABTS, FRAP, Free Radical a DPPH.
bychom mohli ziskané vysledky porovnat, byla naméfend data vyhodnocena pomoci
programu STATISTICA. Cilem statistického vyhodnoceni dat je urcit koncentraci, pii které

jsou rostliny schopny jesté odolavat jejim negativnim vlivim bez smrtelnych nasledkii.

Klicova slova

Explantdtové kultury rostlin, kadmium, antioxidatni aktivita, spektrofotometrie,

stati stické vyhodnoceni

Abstract

In our experiment, we examined the influence of Cd®* in plant tissue culture of
sunflower cultivar Aloha. Plant tissue culture were exposed to concentrations of 0, 5, 10, 50,
100 and 500uM for 7 days and were monitored changes in its antioxidant activity. We used
monitoring methods ABTS, FRAP, Free Radicas and DPPH. To compare the results
obtained, measured data were used program STATISTICA. The objective of dtatistical
evaluation is to determine the concentration at which the plants are still able to withstand the
negative effects of non-fatal.
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1. Seznam zkratek

TK —tézké kovy

Cd - kadmium

As-arsen

Be - berylium

Co - kobalt

Cr - chrém

Cu - méd

Hg - rtut’

Mo - molybden

Ni - nikl

Pb - olovo

V - vanad

Zn —zinek

FREE — Free Radical

ABTS - 2,2 -azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sul fonat
DPPH - 2,2-difenyl-1 pikrylhydrazyl
FRAP — Ferric Reducing Antioxidant Power
TPTZ - 2,4,6-tripyridyl-S-triazin

UV-VIS — ultrafial ové az viditelné spektrum
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4. Uvod

V poslednich letech je stale vice pozornosti upirano smérem k nebezpecnosti a
toxicité t€zkych kovt (TK). Jedna se o kontaminanty anorganického pivodu, mezi které
patii zejména prechodné kovy, nékteré polokovy, lanthanoidy a aktinoidy. Jejich
ptirozeny vyskyt v zivotnim prostiedi je zanedbatelny, piesto se vSak jgjich koncentrace
rok od roku navysuji. Vinu na tom nese predevsim ¢lovek, ktery jejich obsah v Zivotnim
prostfedi zvySuje pfi osidlovani a industrializaci krajiny. Kovy uvolnéné do zivotniho
prostiedi se kumuluji v padé, odkud se mohou dostévat do rostlin a nasledné do celého

potravniho fetézce.

Jednim  z nejtoxictéjSich a nejrizikovéjSich  tézkych kovt kumulujicich se
Vv zivotnim prostiedi a zivych organismech je kadmium. Jeho negativni Géinky se u rostlin
projevuji naruSenim fotosyntézy, respira¢niho fetézce, narusenim piijmu zivin nebo
chlorézou listl. V piipad€, Ze jsou rostliny podstoupeny déale do potravniho fetézce, miize
dojit na jeho vrcholu, kde se nachazi ¢lovék, k poSkozeni predevSim plic a kosti. Pti
opakované expozici narusuje v lidském organismu hospodareni s vapnikem, coz vede ke
vzniku osteopordzy. Negativni vliv ma také na funkcénost ledvin a reprodukénich orgénti

¢loveéka.

Existuje mnoho zptisobu, jak studovat toxické ucinky tézkych kovt. Jednim z nich
jsou tzv. explantatové kultury rostlin. Jedna se o izolované rostlinné organy, pletiva nebo
bunky, které jsou péstovany in vitro za specifickych podminek na zvléstnich Zivnych
pudach. Explantatové kultury se vyuzivaji v oboru rychlého klonovani, mnozeni a
Slechténi rostlin a jsou uzivany k riznym fyziologickym, biochemickym a genetickym
studiim. Také nam poméhaji v proteomickych a genetickych studiich |épe pochopit rozdily

mezi liniemi na kontaminant tolerantnimi a na kontaminant citlivymi.
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5. Zivotni prosti-edi

Zivotni prostiedi |ze definovat nejriizn&j§imi zptisoby. V roce 1979 bylo Zivotni
prostiedi definovano na konferenci v Tbilisi jako ,,systém slozeny z ptirodnich, umélych a
socialnich slozek materidlniho svéta, jez jsou nebo mohou byt s uvazovanym objektem ve
stalé interakci. Je to vSe, co vytvaii pifirozené podminky existence organismil, vcetné
¢loveka a je predpokladem jejich dalsiho vyvoje. Sklada se predevsim z ovzduSi, vody,

hornin, pidy, organismi, ekosystému a energie” (mzp.cz).

O pét let diiv v roce 1974 definoval Cesky geograf a geomorfolog Jaromir Demek
zivotni prostiedi jako souhrn materidlnich Casti svéta, pfirodnich i ¢lovékem uméle
vytvoifenych, v nichz a sjejichz pomoci ¢lovék uspokojuje své materialni i kulturni
potieby. Zivotni prostiedi je tedy vSe, co vytvaii ptirozené podminky existence pro
organismy a ma urcité predpoklady pro jejich pokracujici vyvoj [1] Tyto pfirozené
podminky pro vyvoj, rist a zivot organismi jsou vSak stile intenzivnéji naruSovany
nejruznéjSimi kontaminanty, které je zneCiStuji a tim znehodnocuji. ZneciStovanim
zivotniho prostiedi rozumime kontaminaci ekosystému, ktera vede k naruSeni stability,
nes¢etnému mnozstvi poskozeni, ¢i zna¢nému nepohodli jednotlivych systémi a Zijicich

organismtl. [2]

Hlavni slozky zivotniho prostiedi jsou ovliviiovany pfirodnimi a antropogennimi
faktory. Ptirodnimi faktory jsou mysleny klimatické zmény, kosmické vlivy, tektonické
jevy, biologické faktory, pfirozena radioaktivita prostfedi, vlastnosti atmosféry jako jsou
napfiklad teplota, tepelnd bilance atmosféry a zemského povrchu, tlakové poméry
atmosféry a dal§i. [1] Druhou skupinou jsou faktory antropogenni, které ovliviiuje ¢lovek
svym jednanim a zanasi do zivotniho prostiedi mnoho znecist'ujicich latek. [1] Znacné
mnozstvi znecist'ujicich latek je spojené se spalovanim paliv, jako jsou pohonné hmoty,
tuha paliva ¢i odpady (obr. 1). K jejich spalovani dochéazi denné naptiklad v tepelnych
elektrarnach, dopravé, pii lesnich poZarech ¢i fizeném vypalovani lesti, nebo pii pouhém
gpalovani na ohnistich, v kamnech, v pecich a podobné. K dalSim antropogennim zdrojim
patii veskera primyslova ¢innost, skladky odpadii, vojenské zdroje (napt. toxické plyny
nebo jaderné a biologické zbran¢€) a v neposledni fadé také nevhodné obd¢€lavani ptdy a
zachézeni s ptirodnimi zdroji (obr. 1). [3]Mnozstvi a zpusob Cerpani ptirodnich zdroju

pusobi velmi intenzivné na zivotni prostfedi. Neustale roste jejich spotieba a z tohoto
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davodu musi rist také jejich tézba. Vysledkem zvysujici se t€zby je stale vEétsi mnozstvi
dostupnych surovin, se kterymi lidé nenakladaji ekonomicky a vznika tak zbyly materid,
ktery by mohl byt jesté pouzit napiiklad v jiném primyslu, ale misto toho je z n¢j odpad.

QOdpadni vody

Skl a;tky odpadi
znedistujicich
latek v Zivotnim
prostredi

Priimysl Zemédelstvi

Obr. ¢. 1: Zdroje znecistujicich latek v Zivotnim prostredi.

At se jedna o prirodni nebo antropogenni zdroje zneCiSténi, oba tyto faktory maji
negativni dopad na zdravi ¢lovéka. To se projevuje pfedev§im vznikem celé fady onemocnéni,
ktera se tykaji predevs§im dychaciho a kardiovaskularniho systému (astma, bronchitidu,

respiracni alergie a onemocnéni srdce). [2]
5.1 Znecistujici latky v Zivotnim prostredi

Jakakoliv latka, kterd je svym mnozstvim anebo podstatou cizoroda pro prostiedi a
je zde zanesena v disledku ¢innosti ¢lovéka, je povazovana za nezadouci a tedy za
znecist'ujici pro Zivotni prostiedi. [1] Tyto latky ovliviiuji ptirodu z hlediska lokéniho,
kdy dochézi k dopadu na ekosystémy a tim i na ¢lovéka, ktery je jejich soucasti a také
z hlediska globaniho, kdy mohou vézt az k velkym klimatickym zménam (vznik kyselych
destt, oteplovani Zemé, zeslabovani ochranné ozonové vrstvy, postupna degradace pudy
adasi).
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V oblasti znec€istujicich latek anorganického ptivodu ptedstavuji nejvétsi hrozbu
tézké kovy (TK). Cely svét je kazdodenné vystaven urCitym davkam téchto kovi.
Hlavnimi zdroji vstupu TK do Zivotniho prostiedi s naslednou kontaminaci ptidy a rostlin
jsou piedevsim odpady a nejriiznéjsi zplodiny praimyslovych a energetickych provozu, pti
meést s oblastmi venkova je patrné vétsi zneCiSténi t€zkymi kovy ve méstech a to az
nckolikanasobné. To plati také se znecisténim v oblastech okolo tézebnich, prumyslovych
a zpracovatelskych provozu. [4] Svym zplsobem paradoxni, avSak nesc¢etné jsou piipady,
kdy sam clovék (ne)védomé podporuje vstup TK do zivotniho prostfedi naptiklad

nevhodnym nakladanim s odpadem.

Ochrana zivotniho prostfedi zavisi kromé lidské ohleduplnosti vii¢i Zivotnimu
prostiedi i na legislativé a technologickych moznostech jednotlivych statt. Kazdd zemée
ma jiné moznosti vyuzivat technologie, které co nejvice zabranuji znecistovani. Dulezitou
soucasti boje proti zneciStovani zivotniho prostiedi je také nachazet nové vznikajici
chemické latky, které nikdy diiv nebyly soucésti biosféry. Je dilezité znat co nejptesnéji
jejich sloZeni, zptsob vzniku, uvolfiovani a kumulaci v zivotnim prostiedi, aby mohly byt
co nejefektivnéji snizovany jejich koncentrace. V poslednich letech jich bylo objeveno

vice nez 100 000 a za jejich vyskyt a zvySujici se koncentrace nese nejvétsi vinu ¢lovek.

[3]

Jedna se predevsim o latky s obsahem TK ¢i neustale znecistujici organické latky,
o jejichz nebezpecné povaze se vi uz mnoho let. Objevuji se také latky, o kterych presné
nevime, co se Snimi pii prichodu Zivotnim prostitedim déje, zda se kumuluji, pfipadné
kde je najdeme. Na druhou stranu u mnoha chemickych latek, jejichz toxicita a u€inky na
organismy jsou dlouhou dobu znamy, dochazi ke snizovani emisi a to zddvodu

Zlepdyjicich se ekonomickych podminek a efektivnéjsiho vyuzivani technologii. [2]
5.2 Tézké kovy

Do skupiny prvkii s ndzvem tézké kovy spadaji predevsim néckteré prechodné
kovy, polokovy, lanthanoidy a aktinoidy. Jak je jiZ z nazvu patrné, jedna se o prvky
skovovymi vlastnostmi, jejichz mérna hmotnost je vyssi nez 5 g/crd [6]. Tézké kovy jsou
vyznamnym faktorem zneciSténi Zzivotniho prostiedi a jejich toxicita je stidle vazn&jSim

problémem, jelikoZ jsou nebezpe¢né jiz pti velmi nizkych koncentracich. Mezi té¢zké kovy
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fadime As, Be, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mo, Ni, Pb, V a Zn. Z tohoto vyctu patii mezi

nejrizikovejsi a také nejtoxictéj$i kadmium, olovo nebo také rtut’. [7]

Nékteré t¢zké kovy jsou v urcitych davkach esencidlni a tedy nepostradatelnou
slozkou pigmentd a enzymu (napi. Cu, Ni, Zn, Co, Fe a Mo), avSak ve zvySenych
koncentracich jsou jedovaté, jelikoZz narusuji funkce enzymi a produkci reaktivnich
funk¢nich radikala a také dochazi k jejich nahradé v pigmentech za esenciani kov. K této
nahrad¢ dochazi z divodu podobnosti nékterych esencidlnich a toxickych tézkych kovt.
Jedna se naptiklad o podobnost kadmia a zinku. Jde o velice stabilni prvky, které
nepodléhgji biologickému odbouravani. Tim dochazi k jegich akumulaci v kostech,
ledvinach a dalSich cCastech organismu, vzristd jejich toxicita pro organismus a

v kone¢ném souctu je rozhodujici jejich celkova koncentrace, nikoliv jednotlivé davky. [2]
5.2.1 Zdroje tézkych kovu v Zivotnim prostredi

V zivotnim prostiedi existuji mnohé zdroje t€zkych kovi. Patii mezi né napiiklad

zdroje ptirodni, zemédé€lské, prumyslové, odpadni vody, atmosférické adal&i. [5]

Ptirodnimi zdroji tézkych kovu je mySlen jejich pfirozeny vyskyt aten je v zemské
ktite nepatrny. Do Zivotniho prostiedi se mohou uvolnit naptiklad v podobé vyvielych
hornin sope¢ného ptivodu. SloZeni a koncentrace TK zévisi na druhu horniny a aktivaci
procesu zvétravani. Tyto vyvielé horniny maji obecné vysoké koncentrace Cr, Mn, Co, Ni,
Cu, Zn, Cd, Sn, Hg a Pb. Puda se vsak tvofi od sedimentarni horniny, kterd obsahuje
pouze minimani mnozstvi TK, jelikoz zde neprobiha snadno proces zvétravani. [5].

Z tohoto duvodu jsou ptirodni zdroje TK pomérné nizké.

Drtiva vétSina zneciStujicich tézkych kovii se uvoliiuje antropogenni c¢innosti
Clovéka, ktery nese vinu najegjich neustde se zvysujicich koncentracich v pud¢, atmosféie
a vodnich zdrojich. Jejich pronikani do zivotniho prostiedi probiha nejvice v dusledku
prumyslovych a zeméd¢€lskych procesii. Z tohoto duvodu jsou koncentrace TK (ve

srovnani se vzdaengjsimi lokalitami od zdroje zne€isténi) vyssi praveé v téchto lokalitach.

dochazi ke zvySovani jejich hladiny daleko vice, nez naptiklad pti uzivani dusikatych
hnojiv ¢i kompostil. Prestoze je celkova koncentrace TK v zeméd¢€lskych ptidach pomérmné

mal4, opakované pouzivani fosfatovych hnojiv s dlouhou perzistenci mize vézt k jegich
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hromadéni. Kontaminace zemédélské pudy tézkymi kovy zavisi na cetnosti aplikace latek

o ur€ité koncentraci kovii a na vlastnostech ptudy, na kterou jsou pouzity. [5].

K primyslovym zdrojim kontaminujicim Zzivotni prostiedi v nejvyssi mife patii
zejména tézba rud, taveni a povrchové Gpravy kovi a jejich recyklace. V oblasti hornictvi
jsou zdrojem znecisténi uhelné doly, vinou kterych dochézi k nadmérnému uvoliiovani
arsenu a kadmia. Vysoka teplota uzivana pfi zpracovani kovii zptisobuje uvolfiovani TK
(such&d depozice) nebo vlivem srazek (mokra depozice), které zplsobuji zna¢nou
kontaminaci ptidy ¢i vodnich toka. Na znecisténi téchto pfirodnich slozek tézkymi kovy se
podili také prach vznikajici pii dopravé, koroze kovu, spalovani ropy a vyluhovani TK do
pudy ¢i odpadnich vod. Pravé splaskové vody predstavuji pravdépodobné nejvetsi zdroj

TK v fekach a jezerech. [9]

Obr. ¢. 2: Intenzita znecisténi zemékoule tezkymi kovy. (Www.nature.com)

5.2.2 Kadmium (Cd - cadmium)

Kadmium (obr. 3) je neuslechtily kov, jehoz vSechny slouéeniny jsou toxické.
Jedna se o mekky a lehce tavitelny kovovy prvek. Jeho ptirozeny vyskyt v ptirodé je
pomérné vzacny. V malé mife je obsazen v zemské kiie jako pifimés v rudach zinku a
motské vod€. ZvySeni jeho koncentrace v zivotnim prostiedi je zplisobeno predevsim
tézbou a zpracovanim rud, spalovanim odpadii a pouzivanim mineralnich a organickych
hnojiv. [7]
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Obr. ¢. 3: Kadmium.

Kadmium bylo dfive pouzivano jako soucast nejriznéjSich slitin anebo
k povrchové ochrané jinych kovu pied korozi, dale je dosud pouzivano k vyrobé& nikl-
kadmiovych akumulatorii a jako malifsky pigment (kadmiovéa Zzlut). Z divodu jeho
prokazané vysoké toxicity, prevlada v souasné dobé snaha o jeho nahrazeni jinymi kovy

v3ude, kde je to mozné. [4]

Toxicita kadmia spociva zejména v jeho velké podob¢ se zinkem, ktery patfi mezi
stopové prvky, a tudiz je v malych davkach pro organismus nezbytny. Pravé z divodu
chemické podobnosti téchto dvou kovi mize dojit k jegjich zaméné pii biochemickych
procesech v organismu. Kadmium snadno vstupuje do fady enzymatickych reakci misto
zinku a nasledné biochemické pochody probihaji jinym zplisobem anebo dokonce

neprobéhnou vubec (napf. zablokovani inzulinového cyklu). [6]

Do zivocisného organismu pronikd kadmium vyhradné potravou, pficemz jeho
pfijem z potravin rostlinného a zivo¢isného ptivodu je zastoupen pomérem 5:1. K jeho
akumulaci dochazi ve velké mite piedevsim v plicich a dale také v kostech. Pfi opakované
expozici poruSuje hospodateni s vépnikem, coZ vede ke vzniku osteoporézy. Déle
kadmium ovliviiuje funkci ledvin a reprodukéni organi cloveka, jelikoz narusuje
funkénost a kvalitu spermii. Konzumace potravin a tekutin kontaminovanych kadmiem
muze vést v prubéhu Casu také k tézkym gastrointestinalnim (trévicim) problémim. Navic
je dokazéno, Ze se jedna o bio-perzistentni prvek, coz znamend, Ze v organismu ¢lovéka
muZe setrvat po mnoho let. Byla také prokézana jeho karcinogenita. Nejvice ohroZenou
skupinou obyvatel jsou kufaci, a to jak u aktivni tak pasivni, protoZze u nich byly
zaznamenany nékolikanasobné vétsi koncentrace. Pii expozici kadmiu mize nastat cela
fada onemocnéni a poruch, jako jsou naptiklad oxidacni stres, obstrukéni plicni choroby,

rakoviny plic, zvySeny krevni tlak, poskozeni srdce adalsi. [2]
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Do rostlin vstupuje kadmium nejcastéji kofeny z pudy a v mensi mife nadzemnimi
Castmi rostliny kdy dochazi ke vstfebavani kadmia z atmosféry. Pfitomnost kadmia se
negativné podili na rustu a vyvoji rostlin. Mezi nejsnaze pozorovatelné projevy toxického
pusobeni kadmia je chloréza listd, hnédnuti kofenovych vlaskd, naruSeni fotosyntézy,

respira¢niho fetézce, naruseni pfijmu zivin. [7] [1]
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0. Stresrostlin

Rostliny mohou byt po dobu svého zivota vystavovany nejriznéjSim nezddoucim
vliviim, které negativné ovliviiuji jejich Zivotni funkce a mohou vézt dokonce az k jgich
uhynuti. Tyto nezédouci vlivy jsou o0znaCovany jako stresory (stresové faktory). Stresory
mohou byt biotické i abiotické povahy (obr. 4). [8]

Nadmgrné zafeni
(viditelné&, UV)

Mechanické aEinky
vitru

Herbivorni
Zivotichové
{spasani, porangni)

Extrémni teploty
(harko, chlad)

Patogenni
mikroorganismy
(viry, mikrobi,
houby)

Abiotické faktory Nedostatek vody Biotické faktary

Nedostatek kysliku
(hypoxie, anoxie)

Vzajemné
ovliviiovani
(alelopatie,

parazitismus)

Nedostatek Zivin v
plidé

Chemické

Nadbytek iontd soli

avodiku v plidé

Toxické plyny ve
vzduchu

Toxické kovy v plidé

Obr. ¢. 4: Rozdéleni stresovych faktoru rostlin.

Pisobeni stresovych faktorti na rostliny u nich vyvolava stres. Stres je obecné
definovan jako stav zivého organismu, ktery je vystaven nepfiznivym zivotnim
podminkam (stresovym faktoriim) a jeho nasledné obranné reakce, které maji za cil

zachovani homeostazy a zabranéni poskozeni nebo smrti organismu. [9]

Problematika stresu u rostlin je mnohem komplikovangjsi nez u zivo€ichu, protoze
rostliny ziji ptisedlym zpiisobem Zivota a tudiz, nemaji moznost tniku jako Zivocichové.
Dalsi nevyhodou rostlin je jejich velka mezidruhova variabilita a heterogenita vnitiniho
prostiedi (bunék, pletiv). Z téchto divodi je velmi tézké stanovit, kdy se jedna o stresové

podminky a kdy ne. [9]
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6.1 Obrannémechanismy u rostlin

Rostlina vystavena pisobeni stresoru na obranu spousti velké spektrum obrannych
mechanizmil, které zahrnuji fyzikalni i chemické bariéry (napf. produkce proteind,
zesilovani buné&né stény). [10] Tyto obranné mechanizmy mohou mit zaprvé trvaly
dasledek v podobé urcité evoluni zmény rostliny, ktera mé geneticky dané predpoklady
pro odpovéd’ na plsobeni stresového faktoru napfi. tlustd kutikula na listech a vyrazna
impregnace bunéénych stén. Druhym disledkem je spusténi obrannych reakci jedna se o
tzv. aktivni odolnost, kterd omezuje negativni dopad stresorti az po jejich proniknuti k
plazmatické membran¢ bun¢k a do symplastu. V takovém piipadé¢ dochazi ke spusténi

fetézce reakci, ktery byva oznacen jako stresova reakce (obr. 5). [10]
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Obr. ¢. 5: Idealizovany priibéh stresové reakce upraveno dle[11].
Pro zjednoduSeni |ze tuto reakci rozdélit do 4 fazi, (viz. obr. 5) [10]:
1. poplachovafaze
2. restituéni faze
3. fazerezistence
4. faze vyCerpani

Na pocatku pisobeni stresového faktoru dochdzi k naruseni bunéénych struktur a
funkci (poplachovéa faze). Pokud intenzita plsobeni stresoru neni letdlni, dochazi k
imobilizaci kompenzacnich mechanizma (restitucni faze), které smétuji ke zvySeni

odolnosti rostliny (faze rezistence). Zvyseni odolnosti a opétovné ustaveni homeostaze
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byvéa obvykle dosahovéano jen za cenu dodatecnych energetickych nakladf, hlavné na
syntézu specifickych enzymii a metabolitd. I nékteré dalsi zmény v metabolismu
zajistujici vysokou odolnost byvaji Casto provazeny snizenim rychlosti ziskavani novych
zdroji hmoty a energie, a tedy snizenim rychlosti tvorby biomasy. Pti dlouhodobém a
intenzivnim pusobeni stresového faktoru mtize byt vystfidano dal$im poklesem (faze

vycerpani). [12]

Rostliny nemuseji byt vystaveny ptsobeni pouze jednoho stresového faktoru. Je
pomérné Casta situace, kdy dojde k plsobeni nékolika stresovych faktort najednou. Mlze
se jednat napf. o nedostatek vody zpisobeny vysokymi teplotami. Charakter reakce se pak
muze zménit a vysledkem je jiné plsobeni stresorti na rostlinu, nez pfi samostatném
napadeni. Stresory se mohou také orientovat pouze na jednu ¢ast rostliny. Zde dojde ke

stresové reakci, ktera je schopna zpisobit stres i v dalsich ¢astech rostliny. [9]

Prubéh stresové reakce a jeji konecny vysledek je zavisly na intenzité a délce
plsobeni stresového faktoru na danou rostlinu, i na geneticky vazanych predpokladech
odpovédi, souhrnné¢ oznacovanych jako adaptacni schopnosti. Prechodné zvyseni
odolnosti ziskané pod vlivem stresoru — aklimace, muze byt zaloZzeno jak na zménach
rychle pomijivych (tvorba specifickych metabolitit), tak i na zménach trvalejSich (zmény v

tvorbé novych organti a v jejich vnitini struktute). [9]
6.2 Stresoveé markéry

Bé&hem vyvoje se rostliny vybavily velkym mnozstvim obrannych drah, pti kterych
vznikaji a zpétné se regeneruji slouceniny, které umoziuji rostlindm aktivné ovliviiovat

jak stresové faktory, tak i nasledky vzniklé¢ jejich ptisobenim.
6.2.1 Stresoveproteiny

Pod vlivem stresovych faktori, at’ uz se jedna o té¢zké kovy nebo aktivni formy
kysliku, dochazi ¢asto jiz béhem nékolika desitek minut v buiikédch k velmi dramatickym
biochemickym zménam. Kromé zmény enzymové aktivity a biochemickych procesu
stoupa 1 tvorba nékterych proteini, u jinych se naopak zastavuje. V hojné mife se vSak
také syntetizuji proteiny, které se za normalnich okolnosti viilbec nedaji v bunikach zjistit
[9]. Z n¢kolika desitek proteind, jejichz syntéza se pisobenim uritého stresoru prudce

zvy3uje (stresové proteiny), se jen jista ¢ast vyskytuje pravidelné i u jinych typt stresi.
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Indukce zbyvajici Casti stresovych proteini je specificky vazana na urcity stresovy faktor
[9].Nové tvofené stresové proteiny maji velmi rozmanitou velikost i funkci. Je velmi
snadné rozdé¢lit je pomoci béZnych detekénich metod (napf. dvojrozmérné gelové
elektroforézy) do skupin podle hmotnosti. Mnohem obtiznéjsi je urcit jejich funkci.
Vétsina z téch proteint, jejichz tvorba je indukovana nespecificky, tedy rtznymi typy

stresortl, patii do nekteré z téchto tii funkEnich skupin:

1. molekularni chaperony — specialni proteiny, které v bunice pomahaji skladat pravé
vytvorené proteiny (které po translaci opoustéji velkou podjednotku ribozomu). Kontroluji

a zabezpecuji spravnou prostorovou strukturu proteint a brani vzniku nespravnych vazeb.

2. proteazy — enzymy produkované buiikami, které §tépi proteiny. Hydrolyzuji peptidické

vazby aminokyselin, pomoci kterych aminokyseliny drzi v peptidickém fetézci.

3. ubikvitin — protein slouzici k oznaéeni molekul proteind u kterych doslo k velkym
nenapravitelnym zménam v konformaci. Jejich intenzivni tvorba souvisi se vzristem

poctu poskozenych proteinti v riznych bunéénych strukturach [9].
6.2.2 Antioxidacni aktivita

Antioxidacni aktivita je definovdna jako schopnost slouceniny (smési latek)
inhibovat oxida¢ni degradaci jinych slou¢enin. [13] Je ukazatelem miry stresové reakce
probihajici v organismu, pii kterych vznikaji volné radikaly. Volnymi radikdly rozumime
reaktivni atomy nebo molekuly, v jgichz elektronovém obalu se nachézi obvykle jeden,
ptipadné i vice volnych elektronti. [13] Reakce vyvolana témito radikaly zpisobuje zmény
ve struktufe bun¢k, dochazi k poskozeni rostlinnych pletiv, organi a dualezitych funkci
v organismu. Naru$uji spravnou tvorbu biologicky vyznamnych sloucenin, jako jsou
lipidy, nukleové kyseliny a bilkoviny, zptsobuji u nich zménu struktury a tim modifikuji
jejich funkci. [14]. Vsechny tyto negativni projevy pusobeni volnych radikali mohou
zpusobovat fadu patologickych stavli nebo jsou tvofeny v disledku plisobeni tohoto stavu

na organismus a zpusobuji sekundarni poskozeni. [15].
6.2.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Antioxidacni aktivitu stanovujeme pomoci antioxidantii, které chrani organismy
pted negativnimi G¢inky volnych radikalt. Antioxidanty jsou molekuly, které mohou

zabranovat nebo omezovat oxida¢ni destrukci latek. [16] Tyto obranné mechanismy jsou
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pfedev§im  enzymatické (superoxiddismutasa, glutation peroxidasa, katalasa,
glutathionreduktasa), ale castecné také neenzymatické povahy (o — tokoferol, kyselina L-
askorbova, glutathion, koenzym Q10, flavonoidy, abumin, atd.). Princip tohoto
obranného mechanismu spoc¢iva ve schopnosti téchto slouc¢enin poskytnout volny radikal,

ktery se slouci za vzniku neutralni molekuly s reaktivnim radikdem. [17]

Antioxida¢ni aktivita mize byt méfena chemickymi nebo fyzikalnimi metodami.
Chemické metody jsou zaloZeny na pouziti ¢inidel, ktera pii chemické reakci s volnymi
kyslikovymi radikaly tvoii rGzné barevné produkty, jejichz vzniku brani ve vzorku
obsazené antioxidanty. Intenzita zbarveni vzorku se méfi z pravidla spektrofotometricky.
[14] V poslednich letech vznikla cela fada metod umoznujicich méfeni antioxidacni
aktivity. Tyto metody jsou principialné odlisné a postupné dochazi k vyvoji jeich
modifikaci.

Obecné 1ze chemické metody pro stanoveni antioxida¢ni aktivity rozd¢lit do dvou
z&kladnich skupin. Prvni z nich je zaloZzena na eliminaci volného radikalu (ABTS, DPPH)
adruha je zal oZzena na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek (FRAP, Free Radical).

M etody zaloZzené na eliminaci volného radikalu
Metoda ABTS

Metoda ABTS byva oznaCovana také jako metoda TEAC (Trolox equivaent
antioxidant capacity). Jedna se o jednu ze zakladnich a nejcastéji uzivanych metod pro
stanoveni antioxidacni aktivity. Tato metoda vyuzivd zhaSeni radikalového kationu

ABTS" (2,2"-azinobis(3-ethyl benzothiazolin-6-sulfonat)). [14]
ABTS—-e ABTS"

Vysledna antiradikalova aktivita vzorku pii méfeni metodou ABTS je srovnatelna
santiradikdovou aktivitou syntetické latky Troloxu (6 - hydroxy - 25,7,8-
tetramethylchroman-2- karboxylova kyselina), kyseliny galové (3,4,5-hydroxybenzoova
kyselina) nebo kyseliny askorbové. Reakce probihajici pfi méfeni touto metodou jsou
sledovany spektrofotometricky na zakladé zmény absorpcéniho spektra. (nejcastéji se méii

absorbance pii 734 nm). [18]

Metoda DPPH
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Tato metoda je urena piedev§im pro posuzovani antiradikdlové aktivity Cistych
latek i riznych smésnych vzorku. Je zaloZzena na reakci testované latky se stabilnim
radikdem 2,2-difenyl-1 pikrylhydrazylu. [18] VyuZiva podobné jako je tomu u metody
ABTS zhaseci schopnosti radikalu DPPH, coz je stabilni volny radikal, ktery mize byt
diky své struktufe akceptorem atomu vodiku a pfejit do formy stabilni diamagnetické
molekuly. Z divodu redukce radikdlu dochazi tedy ke vzniku DPPH-H
(difenylpikrylhydrazin). [14] Pii tomto testu se po redukci antioxidantem (AH) nebo
radikalem (R’) roztok odbarvi podle nasledujici reakce [19]:

DPPH + AH — DPPH -H + A
DPPH + R — DPPH -R
M etody zalozené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek
Metoda FRAP

Metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) spoc¢iva v redukci téméf
bezbarvych, piipadné lehce nahnédlych Zelezitych komplext TPTZ (2.4,6-tripyridyl-S-
triazin) s chloridem Zelezitym (FeCl3), které se ucinkem redukce barvi do modra za vzniku
Zeleznatého komplexu. [13] Tyto komplexy jsou spektrofotometricky méfitelné pii vinove
délce 593nm. [18]

Nevyhodou metody FRAP jsou jeji limitni omezeni spoéivajici v méfeni pfi
nefyziologicky nizkych hodnotéch pH (3,6) a v neschopnosti zachyceni polyfenolickych
latek a thiolu, které s komplexem pomalu reaguji. [18], [13]

Metoda Free Radical

Pro stanoveni byl pouzit komeréné dodavany kit od firmy Sedium, ktery obsahoval
reak¢ni pufr, koncentrat chlorofylu a katalyzator. Tyto roztoky byly smichany v poméru
dle piibalového letdku. Stanovovani volnych radikali metodou Free Radical spociva ve
schopnosti chlorofylinu, coz je sodno-médnata sil chlorofylu, odevzdavat a pfijimat

elektrony za soucasné stabilni zmény absorp¢niho maxima. [13]
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7. Explantatové kultury rostlin

Explantatové kultury rostlin jsou izolované rostlinné organy, pletiva nebo buiky
péstované in vitro za sterilnich specifickych podminek na zvlastnich zivnych pudach (obr.
6). Pro odvozovani explantatovych kultur je v podstaté vhodné jakékoli rostlinné pletivo,
které obsahuje buiiky s funkénim jadrem. Ziskavaji se oddélenim urcité Casti rostliny
(listu, stonku, kofene, atd.) a umisténim na Zivnou pidu (médium). Tato piida obsahuje
zdroj energie, vyzivy a regulacnich latek, které stimuluji tvorbu explantdové kultury
(fytohormony). [20]

Explantétové kultury nachézeji své vyuziti v oboru rychlého klonovani, mnozeni a
Slechténi rostlin, dale se mohou vyuzivat k fyziologickym, biochemickym, genetickym,
anebo morfologickym studiim. Také nam pomohou v proteomickych a genomickych
studiich Iépe pochopit rozdily mezi liniemi na kontaminant tolerantnimi a na kontaminant

citlivymi.

Obr. ¢. 6: Explantatova kultura slunecnice rocni.

7.1 Metody ziskavani explantatovych kultur

Cely vyvoj rostlin v podminkéch in vitro se da rozdélit na 4 zakladni faze. Vyvoj
zaCind prvni fazi, pti které dojde k odvozeni sterilni kultury tzv. primokultury.
Primokultura se vytvoii po odebrani vhodného explantatu, ktery je nasledné sterilizovan a
kultivovan na zivném médiu. Rast a vyvoj explantatu ovliviiuje rocni obdobi jeho

odebrani. Dojde totiz ke zméné¢ teploty, délky dne, hladiny osvétleni atd.
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Odvozené explantéty z matetskych rostlin nasledné prochazi druhou fazi. Jedna se
o tzv. prolifera¢ni fazi. Jak jiz z nazvu vyplyva, je tato faze spojend s mnozenim a snahou
ziskat co nejvice novych explantatl. Proliferacni faze se mize opakovat, anebo nasleduje

faze tieti.

V této fazi dochézi k zakofenovani, které muze probihat v podminkach in vitro
nebo in vivo. Pii zakofenovani v podminkach in vivo vsak vznika velmi Casto problém a to
z diivodu nevyvinutého kotfenového vlaSeni a celkové kiehkosti kotfene. Pfi snaze pienést

rostlinu do pudy dochazi k jejich l&méni.

Pfi posledni ¢tvrté fazi jiz dochazi k premisténi kultury do podminek in vivo. [21]
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8. Spektrofotometrie

V oblasti chemickych analyz patii spektrofotometrie k nejrozsifenéjsim metodam,
jelikoz se jedna o casové nenaro¢nou, vysoce citlivou a specifickou metodu. Jde o
optickou metody zaloZzenou na absorpci zafeni z oblasti UV (ultrafialového spektra)
piipadné VIS (viditelného spektra) molekulami analytu v roztocich.

Princip spektrofotometrie spociva v interakci elektronti umisténych v orbitalech
molekuly sfotony UV — VIS zafeni (200 — 800 nm). Pomoci energie tohoto zafeni dochazi
k excitaci elektronti v orbitalech na vyssi excita¢ni hladinu. Soucasné dojde k absorpci
zafeni o konkrétni vlnové délce. Absorbuje se vzdy ta ¢ast elektromagnetického zéfent,
ktera svou energii odpovidd excitacni energii potfebné k prechodu elektronu na vyssi

excita¢ni hladinu. [22]

K e spektrofotometrickému stanoveni analytu dochazi v ptipad¢, Ze alespon cast
molekuly analytu absorbuje UV nebo VIS zafeni. Za tuto absorpci jsou odpovédny tzv.
chromofory, coz jsou atomy nebo funkéni skupiny analytu. Tyto chromofory jsou
piitomny piedev§im v organickych latkach, avSak spektrofotometricka méteni se casto
vyuzivgji také pro stanoveni anorganickych latek, predevsim kovi. Ty vSak ve vétSing
ptipadi (az na nékteré barevné kovové ionty) neobsahuji vhodny chromofor. Z tohoto
dtuvodu dochazi k reakci kovovych ionti s vhodnymi organickymi komplexotvornymi

¢inidly, diky kterym dojde ke vzniku barevného komplexu absorbujiciho VIS zafeni. [22]

Absorpce UV — VIS zafeni je popsana pomoci Lambert — Beerova z&kona, ktery
fika, ze intenzita zabarveni roztoku (méfena jako absorbance A) dané sloueniny je pfi
konstantni tloust'ce vrstvy méfeného roztoku d (rozmér kyvety) a konstantni vinové délce

zafeni ptimo imérna molarni koncentraci ¢ barevné slouc¢eniny v roztoku. [22]
A=¢ecd

, kde & je molarni absorpéni dekadicky koeficient [dm?>smol™scm™]. V piipads, Ze je

absorpce zafeni nulova, je nulova také absorbance.
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9. Program STATISTICA

Software STATISTICA je komplexni systém obsahujici prostiedky pro spravu dat,
jejich analyzu, vizualizaci a vyvoj uZivatelskych aplikaci. Program nam nabizi fadu
zékladnich 1 pokrocilych technik specidlné vyvinutych pro podnikani, vytézovani dat,

védu a inZenyrské aplikace. (www.statsoft.cz)

Produkty fady STATISTICA nasly uplatnéni v celé fad¢ nejriznéjSich vyrobnich
podnikl, vyzkumnych obora ¢i sluzeb, v oblasti vzdélavani, financnich instituci u téch

nejvyznamngjSich svétovych firem a korporaci. (www.statsoft.cz)
9.1. Zakladni funkce programu

Préce v programu je pomérné snadna a intuitivni. Cilem nasledujicich kapitol bude
sezndmeni se zékladnimi moznostmi ovladani programu, jako je naptiklad import riznych

druht dat, vytvafeni grafu, spousténi analyz a dalsi. [23]
9.1.1. Spusténi programu

Po prvotnim spusténi programu se zobrazi uvitaci dialog, pomoci néhoz miizeme
otevirat soubory. V dolni ¢asti dialogu se nam nabizi moznost naéteni naposledy
otevienych soubort, pokud jsme jiz diive s timto programem pracovali. V piipadé, ze si
neptfejeme zobrazeni dialogu pfi nasledujicich spousténich programu, zvolime Pristé tento
dialog nezobrazovat. [23]

zéakladni nabidka

[T G Tl
Sowber Upit Zebiact VIO ot Sty Dwiading Givly Do Dta ks Niporide
DEEm SR s hnd - #A P do sebt = B

Arad *we B0 EEAR A-2-00-%N0

panely néstroja

[T]0re Tabutr 0 ket 10y

| 1 7 ] [} [} 3 T ] ] 0
Prom1 | Prom? | Prom3 | Fromi | Promé | Promé | From? Feomd | Promd | Faomid

Fongod | Tabubal | R1S1 R | Vit VTP

panel analyz \ pracovni plocha

Obr. ¢. 7. Okno aplikace STATISTICA.
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Po zavieni vodniho dialogu se ham zobrazi okno samotné aplikace STATISTICA
(obr. 7). Pro praci v tomto okné zde nalezneme zakladni nabidku, ktera slouzi k ovladani
systému a zpfistupiiuje ndm vSechny nastroje programu. Pro jednodussi pfistup k riznym
piikazim se zde nachazi panely nastroju. DalSi soucéasti okna je panel analyz, ktery
V levém dolnim rohu obsahuje tlacitko pro rychlé zptistupnéni asto pouzivanych nastroja.
Jsou zde také minimalizovana okna vSech spusténych analyz, cozZ ndm umoziuje pfepinani

mezi nimi. [23]
9.1.2. Vstupni data

Data pro samotnou analyzu Ize ziskat nékolika zplsoby:
1. importovanim jiz dfive ulozenych soubort riznych formata

2. otevienim tabulky Microsoft Excel ptimo v programu STATISTICA bez

importu
3. vlozZenim novych dat do tabulky v programu STATISTICA
4. sbérem dat on-line

Ve vSech nésledujicich praktickych modelovych ukazkach budeme pracovat s daty
obsazenymi v souboru  Slunecnice-antioxidacni ukazatele.xls. Data byla ziskana
spektrofotometrickym méfenim explantatové kultury slunecnice, kterd byla ovliviiovéna
riznymi koncentracemi kademnatych iontli. M¢efenim byla stanovovéna antioxidacni
aktivita pomoci metod ABTS, FRAP, Free Radical a DPPH. Soubor obsahuje tfi listy —
Data, Dny a Koncentrace. Na listu s ndzvem Data se nachazeji vSechna data bez ohledu
na den méfeni nebo koncentraci kovu, list Dny obsahuje data sectena v jednotlivych dnech
méfeni bez ohledu na koncentraci a naopak list Koncentrace je tvofen daty seCtenymi
v koncentracich 0, 5, 10, 50, 100 a 500 uM, bez zohlednéni dne méteni.

Ze vsech zpusobu ziskavani dat si ukazeme import dat z Excelu a otevieni tabulky
Microsoft Excel bez importu. [23]

Ukazka 1 —import dat z Excelu

V z&kladni nabidce zvolime Soubor — Otevrit. Zobrazi se nam okno ve kterém
zvolime Soubory typu: nastavime format Excel soubory (*.xls). Poté jiz vyhledame soubor

Slunecnice-antioxidacni ukazatele xlIs a otevieme jej.
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Irnportavat wiechny lizty do zeditu

Importoyat wybrang izt do tabulky

Otevfit jako pracovni zegit Excelu

] Mastavit jako vichozi

Obr. ¢. 8. Volba importu.

Zvolime Importovat vybrany list do tabulky (obr. 8). JelikoZz ma importovany
soubor vice nez jeden list, zobrazi se nam jesté vybér mezi listy Data, Dny a Koncentrace.

Zvolime list Koncentrace.

Zobrazi se nédm dialog Otevrit soubor MS Excel (viz. obr. 9). Zvolime zde volbu 1.

radek jako nazvy promeénnych.

Otevrit soubor MS Exce

Soubor Sluneéhice-antioxidacni

Jméno listu: [KONCENTRACE

Stormo
1.fadek jako nazvy proménnich

[]1.sloupec jako nézvy piipadi

[ Importovat formét bungk

Rozzah

Sloupce: od 1 EI do B EI
Fadky: od EI do 7 EI

Obr. ¢. 9: Pojmenovani proménnych.

Po potvrzeni tlac¢itkem OK se zobrazi nova tabulka, kterd je jiz ve formétu *.sta
(obr. 10). Timto se daimport dat tohoto typu pokladat za dokonceny.

[

Data: Slunecnice-antioxidaéni ukazatele™ (55 krat 67) = || ]

Chlsers\Jakub\Desktop\Sluneénice-antioxidagéni ukazatele‘LSIuneﬁlj'
1 2 3 4 5
sectené koncentrace| ABTS FRAP FREE DOPPH
| 0l 169.0114 | 50.75206 4057486 3402077
51 174.7531 67 45021 417.0902 4.94067
10 175.4452| 61.94544 407 7597 5672831
50 194 2175| T4 46774 457 1455 5511275
100 191.4012 7984547 432 9027 5.456005
500 181.9173 7391696 447 0638 5.404442

o | e | La R =

Obr. & 10: Data ve formatu * .sta.
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Ukézka 2 - oteviceni tabulky Microsoft Excel bez importu

Pocate¢ni postup je obdobny jako u ukdzky 1, az na volbu importu dat. V okné
Import souboru zvolime Otevrit jako pracovni seSit Excelu. Vznikla pracovni plocha
vypada jinak nez v prvnim ptipadé a jeji vyhoda spocéiva v moznosti kombinace funkci
programu MS Excel a STATISTICA. [23]

9.1.3. Analyza dat
Ukézka 3 — vypocet popisnych statistik

Na oteviené¢ tabulce Slunecnice-antioxidaéni ukazatele.sta, kterou jsem i
vytvorili pfi importu dat u ukézky 1, si ukazeme vypocet popisnych statistik pro proménné

ABTSaFRAP.

V okné aplikace STATISTICA v zékladni nabidce zvolime zalozku Satistiky —
Zakladni statistiky/tabulky (viz. obr. 7). [23]

B ok

tiky
P Koreladni matice Storna

E ttest, nezavislé, dle skupin

E—E t-test, nezavislé, die promeén.
EE t-test, zavizlé vzorky

E Hest, samost, vaorek

ﬁ Rozklad & jedniofakt, ANOWA
[ Fiozklad

H Tabulky Setrosti

ﬂ Fontingendchi tabulky

ﬁ Tabulky vicendzob. odpovédi

Fh Testy rozdild: r, %, priimémn 7= Otevii data

9 5 i 3 .

i Pravdépodobnostni kalkulator W | (S
cases | £ ]

Obr. ¢. 11: Zakladni statistiky a tabulky.

Zde vybereme Popisné statistiky a potvrzenim piejdeme do okna vlastni analyzy
(obr. 11).

31



Popisné statistiky: Slunecnice-antioxadacni ukazatele:

MHormalita ] Prawd. & bod. grafy ] K.ateq. arafy ] toZnosti ]
Zakladni visledk; Detailni visledk, Robustnost
sty | Doleels | | B i <)
H - Cpabiat = =
[ Souhrm: Statistiky ]Eﬁ Grafy 1 ]Eﬁ Grafy 2 ] analskup..
[ﬁ Tabulky cetnosti ] [@ Hizstogramy ]
[ﬁﬂi Krabicowy araf véech proménnich ]
Zobrazeni grafického srovndvaciho souhrnu ] o I
Wa2 momenty
Sy =
@ w1 M-1
Chir wynechana
() Celé pfipady
@ Parowvé

Obr. ¢. 12: Volba popisnych statistik.

Zobrazeny dialog obsahuje celou fadu zalozek slouzicich pro tvorbu grafu a
vypocet rtiznych popisnych statistik. Mame moznost se zabyvat podrobnym nastavenim
nebo muzeme pouze zvolit ikonu Vypocet a program nas provede sam jednotlivymi kroky
potiebnymi pro vypocet zakladnich popisnych statistik (obr. 12). Prvné musime zvolit
proménné, které chceme analyzovat. V nasem pfipad¢ to bude ABTS a DPPH (obr. 13).
[23]

P5 2* - Popisné statistiky (Slunecnice-antioxidacni ukazatele) (= [ =[]
a ps‘?;kl dni <tatict Popisné statistiky (Slunenice-antioxidaéni ukazatele) f
EI@ axladnt Stat'St,' Proménna |N platngch | Pramér [ Minimum [ Maximum [ Sm.odch.
B"ﬂf‘ Dialog PO ABTS | 6l 1811243 169.0114) 194.2175 9972363
] Popisné DPPH 6 5.0645 3.4021 5.6728 0.850585
J 4 2
4 [m 3 Paopisné statistiky (Slunecnice-antioxidacni ukazatele) |

Obr. ¢. 13: Tabulka s vysledky popisnych statistik.

Dosazené vysledky se daji doplnit také pfimo grafickym zobrazenim namétenych
hodnot ruznymi zpisoby (obr. 14). V nasem piipad¢ se jedna o histogram, bodovy a
krabicovy graf. Dosdhneme toho obnovenim dialogu Popisné statistiky, ktery je
minimalizovan na panelu analyz a zvolenim moznosti Souhrn: Grafy (viz. obr. 12).
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PS 2% - Souhrn: ABTS [ ]

= Ps2*
2455 Zakladn Souhrn: ABTS
=1 Dial
H K-5 0=21542, p= 20, Lillietors p= 20 Nomal p-grat ABTS
g z — QoekaEng namzint 1j
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//%//// " HIEEE:
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Souhrnné statistiky:ABTS 00
N platnjich= 6000000 -
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Maximum=194 217490 p 1E
Sm.odch.= 9.972368 L
s
e
185
Trme oach
= "= (161 5725, 200.5701)
Pl v | B Souhm: AETS Eﬁ Souhm: FRAP |ﬂﬁ Souhm: FREE | 2 Souhm DPPH|

Obr. ¢. 14: Souhrnné grafické zobrazeni sledovanych dat.
9.1.4. Grafické znazornéni dat

V piipadé€, Ze chceme sestrojit pouze urcity typ grafu, misto souhrnného grafického
piehledu, musime postupovat nasledovné. Pro zobrazeni kompletni nabidky grafit musime
zvolit v za&kladni nabidce zAoZzku Grafy. Zde se nachazi Siroky vybér nejrtiznéjsich

grafickych zobrazeni. Ukazeme si postup sestrojeni naptiklad 2D krabicového grafu. [23]
Ukazka 4 — sestrojeni krabicového grafu

Budeme opét pracovat s tabulkou dat Slunecnice-antioxidacni ukazatele.sta (Viz.
obr. 10). Sestrojime si krabicovy graf znazornujici naptiklad parametry metody ABTS
z listu Koncentrace. V z&kladni nabidce zvolime Grafy — 2D grafy — Krabicové grafy.

Zobrazi se nam nasledujici okno:
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535 2D krabicové gra

Zakladni | Detaily | Vzhled | Kategorizovany | Moznosti 1 | Moznosti 2|

oo
:
- R . (2] MoZnosti
Vicendsobry E_ Zévielé prom.: 35dné
E Grupovaci prom.: fadné Anal. skup.
Grupovaci intervaly Max (neodiehid) i‘.{é?s‘ Filtr pFipadu
() Celo&is. mad
: >
@) VEechny hodnoty Mediin
@ Nesetf. () 123 @ 321 25% R Galerie grafii
_ . Min (neodlehié)
© e 10 (3

Styl: | Bed -

Spoleény rozptyl

Obr. ¢. 15: Nastaveni parametri krabicového grafu.

Miame opét moznost si individudlné nastavit jednotlivé parametry krabicového
grafu nebo pokracovat bez nastaveni a program nas sam provede jednotlivymi kroky
sestrojeni grafu (obr. 15). Po potvrzeni s jiZz jen zvolime parametry, které chceme
vykredlit. [23]

il Krabicovy graf z ABTS E=R|ESREX3) 1

3 PS8*

B@ 2D krabicové gr Krabicovy graf z ABTS
: . . Slunedénice-antioxidadni ukazatele Sv8c
...EH Krabicovy g

194
192

188

188
184

182

ABTS

180
178

178 o Median = 178.6812

174 [ 25%-75%

={174.7531, 191.4012)

172 I Rozsah necdleh.
={169.0114, 194 2175)

170 o

o Cdlehle

188 # Extremy

4

-

BB Krsbicovy arsf 2 ABTS |

Obr. ¢. 16 Vydedny krabicovy graf.
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Zobrazil se nam piehledny krabicovy graf, ktery ndm zobrazuje vSechny hodnoty
naméfené pii méfeni metodou ABTS v jedné ,krabici“. V pravém dolnim rohu vidime

legendu, ktera vysvétluje dilezité symboly vyskytujici se v grafu (obr. 16).

Vyse uvedené kapitoly stru¢né popisuji to nejzakladnéjsi ovladani programu
STATISTICA a slouzi k usnadnéni orientace v ném. Provadi nés analyzou dat od jgich

vstupu do programu, aZ po jejich vyhodnoceni a grafické zobrazeni.
9.2 Krabicovy graf

K vyhodnocovéani a grafickému zndzornéni ziskanych dat budeme pouzivat
krabicoveé grafy. Krabicoveé grafy jsou vynikajicim nastrojem pro vizualizaci rozloZeni dat

ve zkoumanych vzorcich. DokdZzeme diky nému vidét jednoduchym grafickym

vvvvvv
cvwr

cvwr

Maximum

L J

7oty percentil

|

100% 50%
hodnot hodnot o | — Maedian

|

v

25ty percentil

Minimum
Obr. ¢. 17: Popis vyznamnych parametrii krabicového grafu.

Median nam urcuje stfedni hodnotu skupiny dat. Pro median plati, ze ze vSech
namétenych hodnot je 50% vyssich a 50% nizsich. Nékdy dochazi k zaménovani medianu

za primgr, tyto dvé hodnoty se vSak shoduji jen ve vyjimecnych piipadech.

Cely krabicovy graf se rozdéluje v podstaté na 3 kvartily (obr. 17). Na obrazku
muzeme pozorovat tzv. 50% hodnot, kterym se fikd jinak také mezikvartilové rozpéti.

Tato ,,prostfedni” ¢ast krabicového grafu lezi mezi 75-tym percentilem, nad nimz se
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nachazi 25% nejvyssich naméfenych hodnot (1. kvartil) a 25-tym percentilem, pod nimz
leZi 25% nejniZSich hodnot (3. kvartil).

V ptipad¢ potieby byva krabicovy graf doplnén také o indikaci extrémnich hodnot.
Tyto hodnoty jsou graficky znazornény symbolem, avSak jejich hodnoty nejsou brany
v Gvahu aby nedoslo k deformaci samotného graful.

36



10. Vysledky

10.1 Popis experimentu

Cilem naSi prace bylo sledovat stresové markéry rostlin, které byly vystaveny
ucinkim tézkych kovi. Méfeni byla provadéna na explantatové kultufe slunecnice ro¢ni
kultivaru Aloha. Na tuto explantatovou kulturu ptsobily kademnaté ionty o koncentracich
0, 5, 10, 50, 100 a 500 pM.

Explantétova kultura byla odvozena nasledujicim zptisobem. Namotené komercné
dodavané nazky slunecnice ro¢ni kultivaru Aloha byly vydezinfikovany v roztoku
chlornanu sodného (20% v/v, po dobu 20 min.), nasledné nékolikrat omyty ve
sterilizované destilované vodé a vysazeny na kultiva¢ni médium Murashige a Skoog [24]
bez rhstovych regulatori. Osm dnti stard rostlina byla rozdélena na casti (kofeny,
hypokotyl a listy) a ty byly péstovany na modifikovaném MS médium doplnéném o 5 g/l
KNOs, 0,5% (w/v) polyvinylpyrrolidonu (PVP), 2,7 uM a-naftyloctovou kyselinu (NAA),
2,2 uM 6-benzylaminopurin (BAP), a 0,2 uM gyberelovou kyselinu (GA3), upraveného na
pH 5,7. Explantaty byly kultivovany pti 24 + 1 °C s fotoperiodou 16 h a intenzitou svétla
93 + 1 pmol/m?/s. [25]

Pro analyzu byly zpracovany vzorky explantédové kultury. Navazky o hmotnosti
pfiblizné 0,2 g byly homogenizovany pomoci homogeniza¢ni vrtacky (ULTRA-TURRAX
T8, IKA, Némecko) za stalého chlazeni s ptidavkem 1 ml 0,2 M fosfatového pufru, pH 7.
Pevny podil byl odstranén centrifugaci (Eppendorf 5402, USA) po dobu 30 min pii 16000
g pii 4 °C. Takto piipraveny kapalny vzorek byl podroben analyze.

Provad¢li jsme méfeni antioxidacni aktivity uzitim metod ABTS, FRAP, Free
Radical a DPPH. Naméfena data byla statisticky zpracovéana v programu STATISTICA a

nasledné vynesena do grafii.

37



10.2 Popis méreni

Spektrofotometrické analyzy byly provedeny na automatickém chemickém
analyzétoru BS — 200 (obr. 18). Reagencie a vzorky byly umistény v podavaé¢i vzorku
chlazeném na 4°C. Z podavaée byly vzorky pipetovany piimo do plastovych kyvet.
Inkubace probihala pii °€7 Kazda kyveta byla fidagd reagencie ¢&i vzo rku
promichana. Cely pfistroj byl ovladan softwarem BS — 200.

Obr. ¢. 18: Automaticky chemicky analyzator BS— 200.

10.2.1 Postup méieni automatickym analyzatorem pro metodu ABTS

Do plastovych kyvet bylo pipetovano 245ul reagencie, nasledné bylo ptidano Sul
vzorku (kyselina gallova, trolox). Absorbance byla méiena pii vinové délce 670nm po
dobu 1520 sekund. Pro vypocet bylo pouzito hodnoty pfed poklesem absorbance (14.
cyklus méfeni, 224 sekunda — A14). Vysledna hodnota se vypocita dle vzorce pro zménu

absorbance (%) = 100 — [(Ags/A14)* 100]. [13]
10.2.2 Postup méreni automatickym analyzatorem pro metodu FRAP

Do plastovych kyvet bylo pipetovano 200ul reagencie, nasledné bylo ptidano 20ul
méfeného vzorku (kyselina gallova, trolox). Absorbance byla méfena po dobu 1520

sekund pfi primarni vinové délce 604 nm. [13]
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10.2.3 Postup méreni automatickym analyzatorem pro metodu DPPH

Do plastovych kyvet bylo pipetovano 200ul reagencie, nasledné bylo ptidano 20ul
meéten¢ho vzorku (kyselina gallovd, trolox). Absorbance byla méfena pti vlnové délce
515nm po dobu 1520 sekund. Pro vypocet bylo pouzito hodnoty ptfed poklesem
absorbance (14. cyklus méfeni, 224 sekunda — A14). Vyslednd hodnota se vypocita dle

vzorce pro zménu absorbance (%) = 100 — [(Ags/A14)* 100]. [13]
10.2.4 Postup méieni automatickym analyzatorem pro metodu FREE

Pro stanoveni byl pouzit komeréné dodavany kit od firmy Sedium, ktery obsahoval
reak¢ni pufr, koncentrat chlorofylu a katalyzator. Tyto roztoky byly smichany v poméru
dle ptibalového letaku. Do plastovych kyvet bylo pipetovano 200ul reagencie, nasledné
bylo ptidano 8ul méteného vzorku (kyselina gallova, trolox). Absorbance byla méfena 35
cykld (560 sekund) pii vinové délce 450nm. Pro vypocet byla pouzita posledni hodnota

meéreni.
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10.3 Vyhodnoceni ziskanych vysledkii

10.3.1 Spektrofotometrické stanoveni proteinii ve vzorku

0.55
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-
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Graf ¢. 1: Grafické znazornéni obsahu proteinii ve vzorku pri riiznych koncentracich

kademnatych iontil..

Pied samotnym méfenim antioxida¢ni aktivity vzorkd sluneCnice rocni, jsme
stanovili pomoci spektrofotometrického méteni celkovy obsah proteini pii ménicich se
koncentracich kademnatych ionti. Z vysledkt je patrné, Ze pti nulové koncentraci je ve

vsech dnech méfeni zanedbatelné rozpéti naméfenych hodnot.

Podle pozice hodnot medidnu muizeme zgrafu usoudit, ze pfi naristajici
koncentraci kademnatych iontd dochazi k pozvolnému ubytku mnozstvi proteini ve

vzorku ato jiZz od ngjniZsi aplikované koncentrace kademnatych ionti 5uM (graf 1).
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10.3.2 Vyhodnoceni dat naméirenych metodou ABTS
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Graf ¢. 2: Krabicovy graf zndazornujici zmeny antioxidacni aktivity meérené metodou ABTS

pri ucincich ruznych koncentraci kademnatych iontii.

Z grafu ¢. 2 vyplyva, Ze hodnota medianu nartstala po koncentraci S0uM. Z toho
mizeme usuzovat, ze k této koncentraci dochézelo k nartstu antioxida¢ni aktivity vzorku.
Po prekroCeni této koncentrace zacala stfedni hodnota klesat. Na koncentraci S0uM se

nachazi také nejvyssi naméfena hodnota antioxidacni aktivity ze vSech koncentraci.

Kazda zkoumana koncentrace obsahuje data ze 7 dnli méfeni. Pozorujeme, ze u
koncentraci 10uM a 50uM jsou namétené hodnoty v nejveétsim rozpéti, coz se da vysvétlit
velmi rozdilnou antioxidaéni aktivitou v jednotlivych dnech stanovovani a naopak

cvwr

v koncentracich 5uM a 100uM je rozpéti nejnizsi.
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10.3.3 Vyhodnoceni dat namérenych metodou FRAP
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Graf ¢. 3: Krabicovy graf znazornujici zmeény antioxidacni aktivity mérené metodou FRAP

pri ucincich riiznych koncentraci kademnatych iontu.

Na grafu ¢. 3 pozorujeme obdobn¢ jako u metody ABTS nartst hodnoty medianu

po koncentraci 50uM. Po ptekroceni této hodnoty za¢ne dochazet k poklesu mediénu.

Rozpéti naméfenych hodnot se v piipadé méfeni antioxidacni aktivity metodou
FRAP v Z&dné koncentraci kademnatych iontu piilis§ nevychyluje, az na rozpéti
Vv koncentraci OuM, které je jednozna¢né nejnizsi. Je to zpusobeno tim, Ze se jedna o

kontrolni vzorky.
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10.3.4 Vyhodnoceni dat namérenych metodou FREE
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Graf ¢. 4: Krabicovy graf znazornujici zmeny antioxidacni aktivity mérené metodou Free

Radical p7i ucincich riznych koncentraci kademnatych iontii.

Nagrafu ¢. 4 pozorujeme obdobné jako u metody ABTS a metody FRAP rust
medidnu naméfenych hodnot antioxida¢ni aktivity. Rozpéti naméfenych hodnot je
ngvysSi v koncentracich 50 a 100uM. U koncentrace kovu OuM se vyskytuje symbol
odlehlé hodnoty, ktery je v grafu pouze zaznaen, ale z divodu moznosti zkresleni

grafického znazornéni neni tato naméfena hodnota zapocitana mezi ostatni. NejvySSi

v
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10.3.5 Vyhodnoceni dat namérenych metodou DPPH
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Graf ¢. 5: Krabicovy graf zndzornujici zmény antioxidacni aktivity mérené metodou

DPPH pii ucincich riiznych koncentraci kademnatych iontu.

U grafu ¢. 5 pii métfeni antioxidacni aktivity metodou DPPH miiZeme na prvni
pohled vycist rozdil mezi vzorky, které byly ovlivnény kademnatymi ionty a kontrolou. U
kontaminovanych vzorki jsou v porovnani s kontrolou vyrazné¢ vyssi hodnoty

antioxidacni aktivity.

O hodnoté medidnu mizeme tvrdit stejné jako u piedchozich metod méteni, ze po
hodnotu koncentrace kademnatych ionti 50uM stoupd a po ptekroceni této hranice

dochazi k jegjimu poklesu.

Nejvyssi hodnota antioxidacni aktivity byla naméfena pro koncentraci 10uM a

nejvetsi rozpéti naméienych hodnot registrujeme pro koncentraci SOUM.
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11. Zavér

Cilem nasi prace bylo sledovat zmény stresovych markéri pii ovliviiovani
explantatové kultury slunecnice roc¢ni riznymi koncentracemi kademnatych ionti.
Zam¢fili jsme se na sledovani antioxidacni aktivity. Ke stanoveni antioxidacni aktivity

byly uzity metody ABTS, FRAP, Free Radical a DPPH.

Nejdiiv byl zméfen celkovy obsah proteinit ve vzorku. Zjistili jsme, Ze obsah
proteini klesd v porovnani skontrolou jiz od koncentrace 5uM a pokles srostouci
koncentraci ddle pokrac¢uje. Muzeme tedy tvrdit, ze s rostouci koncentraci kademnatych

iontli dochazi ke snizovani celkového obsahu proteini.

Z vysledkd je patrné, Ze u vSech vzorki dochazelo do koncentrace 50uM k ristu
antioxida¢ni aktivity. Po piekro¢eni této koncentrace zacalo dochazet k jgjimu poklesu.
Miuzeme tedy usuzovat, Ze po koncentraci 50uM je rostlina schopna odolévat negativnim
uéinkim kademnatych iontd, ale po jejim piekroceni jiz dochazi k pozvolnému odumirani

Zivych bung¢k a nasledné smrti celé rostliny.
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