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CZESC TEORETYCZNA

Stresy wywolane dzialaniem metali Sladowych na roéliny i za-
solenie gleb na obszarach rolniczych stanowia istotny problem
w warunkach cywilizacji przemystowej. W rezultacie dzialania
stresow abiotycznych nastepuja zmiany w fizjologii i budo-
wie komoérek roslinnych oraz zahamowanie wzrostu, a na-
wet $mier¢ roslin. Toksyczne dzialanie metali Sladowych
(Cd, Cr, Cu, Hg, Pb, Zn, Co, Ni, Al) wiaze sie z blokowaniem grup
funkcyjnych w bialtkach i zastepowaniem przez metale §ladowe
wlasciwych metali w bioczasteczkach (np. kofaktoréw w biatkach
enzymatycznych), co prowadzi do ich unieczynnienia. Stres sol-
ny ogranicza dostepno$¢ wody dla rosliny i zaburza gospodarke
jonowa. Wspdlnym efektem dzialania stresow abiotycznych na
roSliny jest stres oksydacyjny, polegajacy na zachwianiu réw-
nowagi miedzy powstawaniem reaktywnych form tlenu, do
ktorych naleza m.in. anionorodnik ponadtlenkowy (O,), rodnik
hydroksylowy (OH) i nadtlenek wodoru (H,0,), a ich unieszko-
dliwianiem (por. rozdzial XVII). W reakcjach obronnych roélin
na zasolenie i toksyczne dzialanie metali Sladowych uczestnicza
peroksydazy redukujace H,0,.

Peroksydazy (EC 1.11.1.1-14) nalezg do oksydoreduktaz ka-
talizujacych utlenianie nadtlenkiem wodoru substratéw orga-
nicznych lub nieorganicznych. Wystepuja we wszystkich organi-
zmach zywych. Peroksydazy ro$lin wyzszych sa glikoproteinami,
ich grupe prostetyczng stanowi kofaktor hemowy. Ze wzgledu
na pochodzenie i ulozenie aminokwaséw w strukturze enzymu
peroksydazy ro$lin wyzszych sa glownie klasyfikowane jako pe-
roksydazy klasy III. Wérod roslin bogatym zrédlem tych en-
zymoOw sa chrzan i ziemniak. Peroksydaza wyizolowana z korzeni
chrzanu jest powszechnie wykorzystywana do celow komercyj-
nych (np. w testach biomedycznych ELISA, w zestawach do ozna-
czania cholesterolu i glukozy).
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Peroksydazy katalizuja utlenianie fenoli, amin aromatycz-
nych i indoli w obecnoéci H,0, wedlug nastepujacej reakeji:

H,0,+AH, <~ 2H,0+A

gdzie AH, i A to odpowiednio substrat w stanie zredukowanym
i utleniony produkt reakeji.

Produkty reakcji katalizowanej przez peroksydazy sa barwne
lub wykazuja fluorescencje, co stanowi podstawe metod wykry-
wania aktywnosci tych enzymow.

Peroksydazy odgrywaja role w procesach wzrostu i roz-
woju roélin, np. w kietkowaniu nasion, dojrzewaniu owocow, opa-
daniu liéci, starzeniu, zabliZnianiu ran. Biora udzial w biosyntezie
etylenu, utlenianiu kwasu indolilo-3-octowego i lignifikacji Sciany
komorkowej. Ich aktywnos$¢ szybko wzrasta u roslin narazonych
na dzialanie stresu abiotycznego (np. zasolenie, zranienie, niska
temperatura) oraz po ataku mikroorganizméw patogenicznych
i owadow. Dlatego peroksydazy sa uznawane za jeden z marke-
row stresu u roélin. Ich udzial w obronie roslin przed stre-
sem zwigzany jest z regulacja stezenia H,0,, ktory genero-
wany w nadmiarze w warunkach stresu moze dziala¢ szkodliwie,
ale w nizszym stezeniu peklni funkcje sygnalowa i jest mediatorem
wielu reakeji obronnych i ekspresji genéw odpowiedzi na stres.
Ponadto peroksydazy uczestnicza w przemianach zwiaz-
koéw fenolowych i powstawaniu metabolitow bioracych udziat
w obronie przed stresem.

CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia
Okreslenie aktywnosci peroksydazy w siewkach pszenicy poddanych
dziataniu stresu solnego (NaCl) i metali sladowych (Cu?).

Zasada metody

Oznaczenie aktywno$ci peroksydazy polega na okreSleniu w mie-
szaninie inkubacyjnej zawarto$ci tetragwajakolu powstalego
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podczas utleniania gwajakolu (o-metoksyfenol) przez peroksy-
daze w obecnosci H,0, wedlug reakcji:

gwajakol + H,0, — tetragwajakol + H,O

Tetragwajakol o czerwono-brunatnej barwie oznacza sie przez
pomiar absorbancji przy dtugosci fali 470 nm, w temperaturze
25°C. Reakcje przeprowadza sie przez 4 minuty ze wzgledu na
szybkie wyczerpywanie si¢ H,O,.

Materiat

dwutygodniowe siewki pszenicy uprawiane w warunkach optymal-
nej wilgotnosci, temperatury i oéwietlenia w doniczkach z ziemia
ogrodnicza, potraktowane doglebowo roztworem NaCl o stezeniu
50 mM lub CuSO, o stezeniu 500 uM; do analizy pobierane sg ko-
rzenie i li$cie siewek po 2 dniach od traktowania; materiat kontrolny
stanowig te same czeéci roélin uzyskane z roslin nietraktowanych

Odczynniki

50 mM bufor octanowy pH 5,6, 20 mM gwajakol, 60 mM H,0,,
50 mM bufor fosforanowy pH 7,0, bufor do homogenizacji o skta-
dzie: 1 M NaCl w 50 mM buforze fosforanowym pH 7,0

Sprzet laboratoryjny

30 probowek szklanych, pipety (0,1-10 cm?), 6 schtodzonych moz-
dzierzy, probowki wirownicze 10 cm?, stoper, kuwety do spek-
trofotometru, wir6wka z chlodzeniem, spektrofotometr, waga
laboratoryjna

Doswiadczenie |
Oznaczenie aktywnosci peroksydazy wobec gwajakolu

I.A. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTU ENZYMATYCZNEGO

Zwazy¢ po 1glisciipo 1 g korzeni z roslin kontrolnych oraz trakto-
wanych NaCli CuSO, (6 x 1g). Korzenie przed wazeniem delikatnie
optukaé woda destylowanag i osuszyé za pomoca bibuty. Kazda pro-
be homogenizowaé osobno w schtodzonych mozdzierzach w 5 cm?®
buforu do homogenizacji. Proby odwirowaé (10 000 x g, 15 min).
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Otrzymany supernatant (ekstrakt enzymatyczny) zla¢ do 6 probo-
wek umieszczonych w jednym rzedzie w statywie, osad odrzucic.

I.B. WYKONANIE OZNACZENIA AKTYWNOSCI PEROKSYDAZY
W 6 probowkach umieszczonych w drugim rzedzie statywu
z probowkami z ekstraktem przygotowaé 10-krotne rozciencze-
nie wyjSciowych ekstraktow enzymatycznych w 50 mM buforze

fosforanowym pH 7,0 i wykorzystaé je do oznaczenia aktywno$ci
peroksydazy. Przygotowaé 12 probowek, odpowiednio 6 do ozna-
czenia prob badanych i 6 do oznaczenia prob odnosnikowych.
Oznaczenie przeprowadzi¢ w sposob opisany w tabeli 16.1.

Tabela 16.1.
Oznaczanie
aktywnosci
peroksydazy wobec
gwajakolu

Odezynnik Dodawane objeto$ci [cm?®]
Préba badana Proba odnos$nikowa
Ekstrakt enzymatyczny 05 05
(10-krotnie rozcienczony) ’ ’
50 mM bufor octanowy pH 5,6 0,5 1,0
20 mM gwajakol 0,5 0,5
60 mM H,0, 0,5 -

1. Proby zamieszac i natychmiast wigczy¢ stoper (H, O, inicjuje reakcje, dodawac na koncu).
2.Po 4 minutach oznaczy¢ absorbancje prob przy dlugosci fali 470 nm wzgledem
50 mM buforu octanowego pH 5,6.

Oznaczenie wykonaé¢ dwukrotnie dla kazdego ekstraktu,

a uSrednione wyniki wpisaé do tabeli 16.2.

Tabela 16.2. Aktyw-

nos¢ peroksydazy
w siewkach pszenicy

traktowanych NaCl

i CuSO,
Wartosé Wartosé >
. . Aktywnosé y
absorbancji | absorbancji . Aktywnosé
. , , obliczona ze
Wariant proby proby Wzorl peroksydazy
badanej odno$nikowej [umol min- cm-?] [Ugté. m.]
[A,,min"] | [A, min?] |
lis¢
Kontrola "
korzen
ligé
NaCl ;
korzen
CuSO lis¢
u
* | korzen
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Opracowanie wynikéw

Aktywnos$¢ peroksydazy okreéli¢ w jednostkach [U] w przelicze-
niu na 1 g $wiezej masy lisci lub korzeni. Za jednostke aktyw-
noéci peroksydazy przyjac taka iloéc katalityczng enzymu, ktéra
w ciagu 1 minuty (w powyzej opisanych warunkach oznaczenia)
powoduje powstanie 1 umola tetragwajakolu. Ilo$¢ tetragwajakolu
mozna obliczy¢ na podstawie warto$ci milimolowego wspolczyn-
nika absorpcji dla tetragwajakolu (€ =26,6 mM~ cm™).

Aktywno$c¢ peroksydazy [umol min~! cm~?] obliczy¢, korzysta-
jac ze wzoru:

(A, —A,)xV xR

exIXV,

gdzie:

A, — absorbancja proby badanej [A min™'],

A, —absorbancja proby odnos$nikowej [A min],

V — objetos¢ catkowita (2 cm?),

R —rozcienczenie (10x),

e — milimolowy wspolczynnik absorpcji dla tetragwajakolu
(e=26,6 mM'cm™),

1 — grubo$é warstwy roztworu (1 cm),

Vs — objeto$¢ rozcienczonego supernatantu do oznaczenia (0,5 cm®).

Aktywno$¢ peroksydazy podaé w przeliczeniu na 1 g tkanki
[Ug's.m)]

Zapisa¢ wnioski dotyczace:
1) zmiany aktywnoSci peroksydazy pod wplywem abiotycz-
nych czynnikéw stresowych,
2) poréwnania reakcji na stres abiotyczny w zaleznoSci od
organu roéliny i czynnika stresowego.
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