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CZESC TEORETYCZNA

Oddychanie tlenowe — mitochondrialne — jest wielostop-
niowym procesem uwalniania, na drodze utleniania substra-
tu, energii swobodnej zmagazynowanej w zwigzkach organicz-
nych i sprzegania jej w forme energii uzytecznej metabolicznie,
w postaci wigzan wysokoenergetycznych w ATP. Sumarycz-
nie oddychanie mozna zapisa¢ jako reakcje utleniania
glukozy:

CH,0,+60,—6CO,+6H0 + 32 ATP
U roélin zrodlem zredukowanego wegla w procesach odde-
chowych moga by¢ tez inne sacharydy, takie jak: sacharoza, skro-
bia, fruktozany, lipidy (gtownie triacyloglicerole), kwasy orga-
niczne i bialka.
W przypadku glukozy, gléwnego substratu dla tego procesu,
oddychanie obejmuje 3 etapy:

1) glikoliza przebiegajaca w cytoplazmie: w pierwszej
fazie, zuzywajacej 2 czgsteczki ATP, nastepuje fosforylacja
iizomeryzacja glukozy do fruktozo-1,6-bisfosforanu, kt6-
ry nastepnie ulega rozbiciu na czasteczki aldehydu 3-fos-
foglicerynowego, ktore ulegajg konwersji do 2 czasteczek
pirogronianu, czemu towarzyszy wytworzenie 2 czgste-
czek NADH oraz 4 czasteczek ATP na drodze fosforylacji
substratowe;j.

2) cykl kwasow trikarboksylowych (cykl kwasu cy-
trynowego, cykl Krebsa) przebiegajacy w matriks
mitochondrialnej: pirogronian zostaje oksydacyjnie
dekarboksylowany do acetylo-CoA, ktéry przez kondensa-
cje ze szczawiooctanem zostaje wlgczony do cyklu i wielo-
etapowo utleniony do CO,,. Calkowita degradacja czastecz-
ki glukozy obejmuje dwa obroty cyklu z odtworzeniem
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szczawiooctanu oraz wytworzeniem 6 czasteczek CO,,
10 czasteczek zredukowanych nukleotydow NADH (8)
i FADH, (2), a takze 2 czasteczek ATP na drodze fosfory-
lacji substratowe;j.

3) mitochondrialny lancuch transportu elektronéw
(lanncuch oddechowy) i fosforylacja oksydacyjna:
laficuch oddechowy w wewnetrznej blonie mitochon-
drialnej tworzy zespdl wieloenzymatycznych ukladéow
oksydacyjno-redukcyjnych posredniczacych w prze-
noszeniu elektron6éw i protonéw z NADH i FADH, na
tlen czasteczkowy O,. Lancuch oddechowy sklada sig
z: 4 kompleksow biatkowych (I-1V), 2 niskoczastecz-
kowych przeno$nikow elektronéw (ubichinon i cyto-
chrom c¢) i syntetazy ATP (tzw. kompleks V). W czasie
transportu elektronéw i protonéw uwalniana jest ener-
gia, ktéra w procesie fosforylacji oksydacyjnej magazy-
nowana jest w 28 czasteczkach ATP.

Mitochondria roélinne charakteryzuja sie obecno$cia w tan-
cuchu oddechowym dodatkowego kompleksu oksydazy alter-
natywnej, niewrazliwej na inhibitory oksydazy cytochromo-
wej kompleksu IV, ktéra przenosi elektrony ze zredukowanego
ubichinonu bezposérednio na tlen, czyli bez sprzezenia z fosfory-
lacja oksydacyjna. Wyzwolona energia — zamiast stuzy¢ do syn-
tezy ATP — ulega rozproszeniu w postaci ciepla (termogeneza),
co umozliwia niektérym roélinom wzrost w temperaturze poni-
zej 0°C oraz odparowywanie lotnych atraktantéw. Szlak alter-
natywny bierze udzial w utlenianiu substratow oddechowych,
gromadzacych sie w nadmiarze w stosunku do zapotrzebowania
komorek na ATP lub gdy synteza ATP zostaje zahamowana na
skutek zaburzenia dziatania szlaku cytochromowego (np. pod
wplywem inhibitorow).

Lancuch oddechowy, podobnie jak wszystkie procesy prze-
biegajace w btonach, jest wrazliwy na podwyzszenie i obnizenie
temperatury do warto$ci wywolujacych zmiany ptynnoéci blon
oraz oddzialywania miedzy lipidowymi i biatkowymi sktadni-
kami bton.

W warunkach beztlenowych (np. w korzeniach zalanych
woda lub pokrytych lodem) — gdy brakuje tlenu czasteczkowe-
go, bedacego koncowym akceptorem elektronéw — metabolizm
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komorek roslinnych zostaje tymczasowo przestawiony na fer-
mentacje alkoholowa. Proces ten obejmuje 2 etapy:

1) wspolng z oddychaniem tlenowym glikolize,

2) dekarboksylacje pochodzacego z glikolizy pirogronianu do
aldehydu octowego, redukowanego dalej do etanolu. Po-
wstaje wowczas NAD*, niezbedny do podtrzymania gliko-
lizy i produkcji ATP na drodze fosforylacji substratowe;.

Sumarycznie oddychanie beztlenowe mozna zapisac:
C.H,,0, + NADH —> 2 C,H,OH + 2 CO, + NAD* + 2 ATP
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CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

1. Zbadanie wptywu temperatury na intensywnosc oddychania
tlenowego kietkujgcych nasion.

2. Detekcja i oznaczenie stezenia etanolu jako produktu oddychania
beztlenowego podczas kietkowania.

Zasada metody

1. Ocena intensywno$ci oddychania polega na pomiarze ilo-
$ci CO, wydzielonego przez kietkujace nasiona. Wydzielo-
ny CO, zostaje zaabsorbowany przez NaOH, a nastepnie
wytracony z roztworu za pomocg BaCl,. W kolejnym etapie
roztwdr NaOH miareczkuje sie roztworem HCI w obecno-
Sci fenoloftaleiny do trwalego odbarwienia. R6znica obje-
toéci HCI zuzytego na zmiareczkowanie roztworu NaOH
z wariantu kontrolnego (bez nasion) i wariantu hodowla-
nego (z nasionami) odpowiada liczbie moli HCI réwnowaz-
nej liczbie moli wydzielonego CO,.

2. Detekcja etanolu: wydzielony w procesie fermentacji eta-
nol w podwyzszonej temperaturze wchodzi w reakcje
z NaOH oraz jodem, powstaje jodoform, wytracajacy sie
w postaci z6tych krysztalow (pojawia sie tez charaktery-
styczny zapach jodoformu):

CH,CH,OH + 41, + 6 NaOH °Cs CHI, + 5 Nal + HCOONa + 5 H,0
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3. Zawarto$¢ wydzielonego etanolu oznacza sie za pomoca
komercyjnego testu enzymatycznego z dehydrogenaza
alkoholowa (ang. alcohol dehydrogenase, ADH). W obec-
nosci ADH i NAD etanol szybko utlenia sie do aldehydu
octowego i NADH, pomiar absorbancji wykonuje sie przy
dtugosci fali 340 nm:

CH,CH,OH + NAD <25 CH,CHO + NADH

Doswiadczenie |
Badanie wptywu temperatury na intensywnos¢ oddychania tlenowego

Materiat
nasiona grochu (60 g) podkietkowane w temperaturze 24°C

Odczynniki
0,2 M NaOH, 2% BaCl,, 1% fenoloftaleina w etanolu, 0,1 M HCI

Sprzet laboratoryjny

pesety, lopatki, zlewka do kietkowania nasion, 4 woreczki z gazy,
5 stoikdow 500 cm? ze szczelnymi zakretkami, pipety 5110 cm?, pi-
pety pasteurowskie, cylinder miarowy 50 cm?, 10 kolb Erlenmeyera
100 cm?, biureta, waga laboratoryjna, lodéwka lub chlodnia
(5°C), termostaty (20°C, 24°C, 35°C, 50°C), lignina, linijki,
markery

Wykonanie doswiadczenia

1. Przygotowanie hodowli

a) Odwazy¢ cztery porcje po 10 g podkietkowanych na-
sion grochu, umiesci¢ w woreczku z gazy i podwiesic¢
bezposrednio pod nakretkami do 4 stoikow.

b) Stoiki na 500 cm? opisaé kolejno: Kontrola; Temp. 5°C;
Temp. 20°C; Temp. 35°C; Temp. 50°C.

¢) Do kazdego stoika wla¢ po 50 cm® 0,2 M NaOH i natych-
miast zakreci¢ przygotowanymi nakretkami. Na stoik
kontroli nalozy¢ nakretke bez podwieszonych nasion.

d) Stoiki umiesci¢ na 48 godzin w chlodni i w termosta-
tach zgodnie z opisem temperatury, stoik kontroli po-
zostawic w 20°C.
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2. Wykonanie oznaczenia zawartosci CO, wydzielonego

w procesie oddychania tlenowego

a) Z kazdego stoika natychmiast po otworzeniu pobraé
pipeta po 10 cm? roztworu NaOH i przela¢ do kolb
Erlenmeyera na 100 cm?®.

b) Wytraci¢ CO, zaabsorbowany przez NaOH, dodajac po
5 cm?® 2% BaCl,.

¢) Doda¢ 3 krople fenoloftaleiny i miareczkowac¢ 0,1 M
HCl do momentu trwalego odbarwienia roztworu. Pro-
cedure miareczkowania dla kazdego wariantu powto-
rzy¢ dwukrotnie, wyniki usrednié.

Opracowanie wynikow

1. Obliczy¢ roznice objetosci HCI zuzytego na zmiareczko-
wanie roztworu ze stoika kontrolnego i roztworéow z wa-
riantéw zawierajacych nasiona. Wyniki przeliczy¢ na mg
wydzielonego CO, przez 1 g kietkujacych nasion, korzy-
stajac ze wzoru:

C,=(V,=V)x5x44+10

gdzie:

C, — masa CO, [mg] wydzielona przez 1 g $wiezej masy kietkujg-
cych nasion [mg g*$. m.],

V. — objetos¢ HCI [cm?®] zuzyta na zmiareczkowanie roztworu
NaOH z kontroli (bez nasion),

V, — objetos¢ HCl [cm?] zuzyta na zmiareczkowanie roztworu
NaOH z wariantow hodowlanych,

5 — rozcienczenie wynikajace z pobrania do miareczkowania
10 cm?® roztworéw NaOH,

4,4 — wspolezynnik do przeliczenia objetosci HCl zuzytego na
zmiareczkowanie na mg CO,,

10 — masa nasion [g] w poszczegblnych wariantach hodowlanych.

2. Wyniki przedstawi¢ na wykresie, odkladajac na osi od-
cietych (x) temperature [°C], a na osi rzednych (y) iloéé
wydzielonego CO, [mg].

3. Wyciggnaé wnioski dotyczace wpltywu temperatury na in-
tensywnos$¢ oddychania kietkujacych nasion.
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Doswiadczenie Il
Detekcja i oznaczenie stezenia etanolu

Materiat

ziarniaki jeczmienia, zyta i kukurydzy (po 120 g) podkielkowane
w temperaturze 24°C

Odczynniki

20% NaOH, 5% I w KI, komercyjny zestaw testowy do wykrywa-
nia etanolu oparty na aktywnoséci ADH, np. DRI®Ethyl Alcohol
Assay (ThermoScientific), Swiezo przegotowana i ostudzona woda
destylowana pozbawiona tlenu

Sprzet laboratoryjny

pesety, topatki, 3 zlewki do kietkowania nasion, pipety (0,1
10 cm?), pipety pasteurowskie, 3 kolby Erlenmeyera 300 cm? z do-
kladnie dopasowanym korkiem ze szklana kapilara, 20 szklanych
probowek, kuweta kwarcowa 1 cm z przykrywka, spektrofotometr,
waga laboratoryjna, termostaty (24°C, 30°C), blok grzejny (50°C),
szczypce do probowek, lignina, linijki, markery

Wykonanie doswiadczenia

1. Przygotowanie hodowli

a) Odwazyc¢ porcje po 100 g podkietkowanych ziarniakow
jeczmienia, zyta oraz kukurydzy i umiesci¢ w podpisa-
nych kolbach Erlenmeyera o pojemnosci 300 cm?.

b) Nasiona calkowicie zala¢ pozbawiong tlenu woda de-
stylowana, kolby zakry¢ korkami ze szklang kapilara
(umozliwia wydostawanie si¢ CO, jako jednego z pro-
duktéw oddychania beztlenowego), pozostawi¢ na
48 godzin w termostacie w 30°C.

2. Wykrycie etanolu w ptynach pohodowlanych

a) Do szklanych probéwek pobrac po 5 cm?® ptynéw poho-
dowlanych z poszczegdlnych kolb Erlenmeyera, dodaé
3 cm? I w KI oraz kilka kropli 20% NaOH do momentu
odbarwienia roztworu.

b) Probowki wstawi¢ do bloku grzejnego umieszczonego
pod dygestorium (!) i podgrzewa¢ w temperaturze 50°C
przez 5 minut.
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¢) Obejmujac probdéwki szczypcami, wydoby¢ je z bloku,
wstawié¢ do statywu i nie wynoszac poza dygestorium,
obserwowac wytracanie sie zottych krysztalow. Opisaé
wynik reakcji, podajac, jaki zwiazek chemiczny sie wy-
traca i o czym $wiadczy intensywno$¢ wytrgcania sie
krysztalow.

3. Oznaczenie zawartoSci etanolu w pltynach pohodowlanych

a) Do szklanych probéwek pobraé ptyny pohodowlane
z poszczegdlnych kolb (do dwoch probowek z kazdej
hodowli), w objeto$ci zgodnej z procedura oznaczenia
opisang dla wybranego komercyjnego testu z ADH.

b) Przeprowadzi¢ oznaczenie zgodnie z dang procedura
i wykona¢ pomiar absorbancji przy 340 nm. Wyniki
wpisa¢ do tabeli 8.1.

Opracowanie wynikéw Tabela 8.1. llos¢

Uzyskane wyniki uérednié i przeliczyé na miligramy C,H.OH wydzie- ~ €tanolu wydzielonego
V! wy p y gramy L, H;UH wy! w procesie oddychania

lonego przez 1 g $wiezej masy kietkujacych ziarniakow [mg g? 8. m.]  pestienowego

i przedstawic w tabeli 8.1. ziarniakow
Gatunki Agi i Wydzielony C,H,OH
A, A, A [mgg™$é. m.]
Jeczmien
Zyto
Kukurydza

Kopcewicz J., Lewak S. (red.), Fizjologia roslin, Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa 2019.

Kozlowska M. (red.), Fizjologia roslin. Od teorii do nauk sto-
sowanych, PWRIL, Warszawa 2007.

Szweykowska A., Fizjologia roslin, Wydawnictwo UAM, Po-
znan 2002.

95





