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CZESC TEORETYCZNA

Roéliny w §rodowisku naturalnym nieustannie narazone sa na
dzialanie roznego typu stres6w. Terminem stres okresla sie za-
rowno niekorzystny czynnik dzialajacy na organizm, jak i stan
organizmu wywolany dzialaniem tego czynnika. Czynnik
stresowy (stresor) oznacza kazdy bodziec érodowiska, ktory
dzialajac na organizm, moze prowadzi¢ do zaburzen jego funk-
¢ji i struktury. Reakcja stresowa oznacza odpowiedz na ten
bodziec oraz wynikajacy z niej stan dostosowania organizmu.
Stresowe czynniki rodowiska mozna podzieli¢ na abiotyczne
ibiotyczne.

Odpowiedz organizmu na czynnik stresowy obejmuje kolej-
no fazy: alarmu, restytucji i odpornosci; po ustapieniu
czynnika stresowego nastepuje faza regeneracji. W przypad-
ku zbyt wysokiej intensywno$ci stresu pojawia sie faza wy-
czerpania, dochodzi do nieodwracalnych uszkodzen, prowa-
dzacych nawet do $§mierci organizmu. Odpowiedz na czynnik
stresowy moze by¢ lokalna (w miejscu dzialania stresora) lub
systemiczna, gdy sygnal z miejsca dzialania stresora roz-
przestrzenia sie i prowadzi do zwiekszenia odpornosci calego
organizmu. Dostosowanie sie roslin do stresowych czynnikow
srodowiska moze zachodzi¢ w wyniku adaptacji, czyli proce-
séw odbywajacych sie w toku ewolucji, zabiegdéw hodowlanych
— powodujacych trwale zmiany w genomie, lub w wyniku akli-
matyzacji, polegajacej na niedziedzicznych zmianach struk-
tury i funkcji, ktore ograniczaja niekorzystne skutki dzialania
stresu. Reakcja stresowa moze by¢ specyficzna dla streso-
ra lub niespecyficzna, gdy odpowiedzi na rézne stresory sa
podobne.

Na poziomie komoérkowym wiekszo$éé czynnikow streso-
wych oddzialuje na wiele waznych proceséw metabolicznych
ro$lin, takich jak fotosynteza i oddychanie mitochondrialne.
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W konsekwencji moze doj$¢ do ograniczenia wzrostu i plonowa-
nia, a nawet do $mierci rosliny. Zaburzenie proceséw oddecho-
wych komorki prowadzi zar6wno do obnizenia podazy energii,
jak i wzmozonego generowania reaktywnych form tlenu i stre-
su oksydacyjnego. W efekcie tych zmian dochodzi do zaburzen
metabolizmu i uszkodzen obnizajacych zywotno$¢ komorek. Za-
burzenie proces6w oddechowych komorki jest niespecyficzna
reakcja na czynniki stresowe.

CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

Zbadanie reakcji komdérek roslinnych (korzeni siewek) na abiotyczne
czynniki stresowe: zasolenie - NaCl, metal ciezki - Cd?*, chtod

- temperatura 8°C, ksenobiotyk organiczny - fenol,
przeprowadzone na podstawie testu Zywotnosci komoérek.

Zasada metody

W obecnoéci zywych komorek bezbarwny w stanie utlenionym
chlorek 2,3,5-trifenylotetrazoliowy (TTC) (por. rozdzial XII)
staje sie akceptorem elektron6w pochodzacych z lancu-
cha transportu elektrondéw w mitochondriach (uwolnionych
z NADP, glownie przez dehydrogenazy kompleksu I). Przyla-
czenie elektronéow do TTC prowadzi do powstania inicjalnego
produktu redukeji TTC, ktory jest niestabilny i moze szybko
ulec ponownemu utlenieniu przez tlen czgsteczkowy (O,). For-
mowanie stabilnego produktu redukeji TTC, czyli nierozpusz-
czalnego, czerwonego trifenyloformazanu (TTC-H), uwarun-
kowane jest prawidlowa aktywno$cia kompleksu IV lancucha
oddechowego, czyli oksydazy cytochromowej (tzw. oksydaza
terminalna), ktéra warunkuje Srodowisko anaerobowe dzieki
czteroelektronowej redukcji O, do wody. Zywotnoéé komoérek
poddanych dzialaniu stresu abiotycznego ocenia sie w oparciu
o formowanie barwnego TTC-H, ktore zalezy od prawidlowe-
go funkcjonowania mitochondrialnego taficucha transportu
elektronow.
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Materiat

trzydniowe kultury hydroponiczne pszenicy zwyczajnej hodowa-
ne w 300 cm? pozywki ¥4 Hoagland (por. zalacznik 3), na $wietle,
w temperaturze 24°C

Sposéb wywotania stresu

1. Rosliny pszenicy przenie$é do 300 cm?® §wiezej pozywki
Y4 Hoagland, zawierajacej:
a) NaCl 100 mM - stres solny,
b) CdCl, 100 uM - stres wywolany przez metal cigzki,
c) Fenol 100 uM - stres wywolany przez ksenobiotyk
organiczny.
2. Roéliny pszenicy przenie$¢ do 300 cm?® Swiezej pozywki
Y4 Hoagland i umiesci¢ kultury w chlodni w temperatu-
rze 8°C (pozostawic zapalone §wiatlo!) — stres chlodu.
Kontrole stanowia kultury hydroponiczne przeniesione do
300 cm?® $wiezej pozywki Y4 Hoagland niepoddane dziataniu po-
wyzszych stresorow.
Na kazdy wariant przygotowaé dwie niezalezne préby po 15 ro-
§lin, w czasie siedmiodniowej hodowli dwukrotnie wymienié po-
zywki na §wiezo przygotowane zgodnie z opisem powyzej.

Odczynniki

a) pozywka ¥4 Hoagland (por. zalacznik 3)

b) NaCl, CdCl,, fenol

¢) bufor do plukania (P): 350 cm?® 50 mM buforu fosforano-
wego pH 7,4 z dodatkiem 12 kropli detergentu Tween 20

d) bufor inkubacyjny (I): 150 cm?® 50 mM buforu fosforano-
wego pH 7,4 z dodatkiem 3 kropli detergentu Tween 20
110 mM chlorku 2,3,5-trifenylotetrazoliowego (TTC)

e) 96% C,H,OH

Sprzet laboratoryjny

naczynia 500 cm?® do hydroponicznej hodowli pszenicy, skalpele,
pesety, gaza, bibula, lignina, 10 schtodzonych mozdzierzy porce-
lanowych, bagietki, pipety (1-10 cm?), cylinder miarowy 25 cm?,
10 zlewek 50 cm?, 10 probowek szklanych, 10 lejkéw, waga labo-
ratoryjna, minutnik, cieplarka (25°C), wiréwka, spektrofoto-
metr, kuwety spektrofotometryczne, 10 probéwek z korkiem typu
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Falcon (15-25 cm?), 10 probéwek wirowniczych bez korka 10 cm?,
statywy do probéwek, markery

Wykonanie doswiadczenia

I.A. PRZYGOTOWANIE MATERIALU

1. Wiazki korzeni z poszczegbdlnych wariantow umieécié
w zlewkach o pojemnoéci 50 cm? i dwukrotnie przeplukaé
buforem — korzenie zala¢ 15 cm?® buforu P, delikatnie kilku-
krotnie przemiesza¢ bagietka, wylac bufor ze zlewki, czyn-
nos$¢ ptukania powtorzy¢. Przeptukane wigzki korzeni prze-
nie$¢ za pomoca pesety na bibule, delikatnie osuszy¢.

2. Przygotowac 5 par probowek z korkiem, pary probowek
opisa¢ odpowiednio nazwa czynnika stresowego (NaCl,
CdCl,, fenol, cht6d) i ,kontrola” (material niepoddany
dzialaniu stresu).

3. Postugujac sie skalpelem i peseta, pobrac i odwazyc dwie
porcje po 200 mg korzeni z kazdego wariantu. Material
przenie$¢ do odpowiednio opisanych probéwek.

I.B. WYKONANIE OZNACZENIA

1. Nastawienie inkubacji: fragmenty korzeni zala¢ 10 cm?®
buforu I, probowki zakrecié korkiem, przez chwile wy-
trzasaé, zapewniajac dokladne zanurzenie materiatu
w buforze.

2. Inkubacja: probowki umiescic w cieplarce o temperaturze
25°Cnalgodzine. W czasie inkubacji co 15 minut wytrza-
snac zawartoS¢ probowek.

3. Po uplywie 1 godziny inkubacji dokladnie odsaczyé bufor
I od korzeni, postugujac sie lejkami z warstwa gazy.

4. Ekstrakcja barwnego formazanu (TTC-H) z korzeni:

a) odsaczone korzenie przeniesc pesete z gazy do schlo-
dzonego mozdzierza i zala¢ 5 cm® 96% C,H,OH;

b) korzenie dokladnie zhomogenizowac¢, homogenaty
przelaé do opisanych probéwek wirowniczych, moz-
dzierz dodatkowo przeptukac 2 cm?® 96% C,H,OH i do-
taczy¢ do glownej puli homogenatu;

¢) homogenaty odwirowac (20 000 x g, 10 min), superna-
tanty zlac do opisanych szklanych probowek;
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d) zmierzy¢ absorbancje etanolowych ekstraktow forma-
zanu wszystkich prob w kuwetach spektrofotometrycz-
nych na spektrofotometrze przy dlugosci fali 485 nm
wzgledem 96% C,H,OH. Wyniki ($redni pomiar
z 2 prob z kazdego wariantu) wpisa¢ do tabeli 15.1.

Opracowanie wynikow

Okresli¢ zywotno$¢ komoérek poddanych dziataniu abiotycz-
nych czynnikéw stresowych jako % kontroli, przyjmujac za 100%
warto$¢ absorbancji A, korzeni kontrolnych. Wyniki zebra¢

w tabeli 15.1.
Wariant hodowli A Zywotnoéé [% kontroli] Tabela 15.1. Wptyw
stresu abiotycznego na
Kontrola 100 7ywotnos¢ komorek
NaCl roslinnych
cdcl,
Fenol
Chiod

Wyciagnaé wnioski dotyczace wpltywu zastosowanych czyn-
nikéw stresowych na zywotno$c komoérek ro§linnych. W oparciu
o dane literaturowe wyjasni¢ negatywny skutek dzialania bada-
nych czynnikéw stresowych na procesy oddechowe i zywotnoéé
komorek.
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