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Luminiscen¢ne metode so vsestransko uporabne zaradi nizke cene reagentov in
visoke obcutljivosti. Uporabljajo se tudi za merjenje koncentracije vodikovega
peroksida (H,O,) v rastlinah. Namen naloge je bil prilagoditi najpogosteje
uporabljano kivetno luminiscen¢no metodo za uporabo citalca mikrotiterskih plos¢ic
in jo nadalje uporabiti za analizo rastlinskega materiala. Opazili smo, da na rezultat
luminiscenéne metode vplivajo Stevilni dejavniki, kot so temperatura, pH,
koncentracije duSilcev v rastlinskem materialu ter celo centrifugiranje. Zaradi
hitrega upada luminiscence je kljuénega pomena tudi ¢as po dodatku fericianida do
pricetka merjenja luminiscence. Pokazali smo, da je upad luminiscence visji v
rastlinskem materialu kot pri H,O, (standard), vendar tudi upad luminiscence
standarda ni konstanten in je pogojen s koncentracijo H,O,. Z uporabo citalca
mikrotiterskih plos¢ic lahko analiziramo do 96 vzorcev hkrati, vendar pa je ob
uposStevanju upada luminiscence optimalno Stevilo analiziranih vzorcev 4.
Analizirali smo kontrolne (K), slepo inokulirane (S) in s krompirjevim virusom Y
(Y) okuzene liste krompirja obcutljive sorte 'Tgor' v petih ¢asovnih tockah po
inokulaciji. Rezultati kazejo, da bazalne koncentracije H,O, znaSajo do 146 nmol/g
sveze mase. Pokazali smo, da so koncentracije HO, pri Y v zacetnih fazah po
okuzbi (1 h) vi§je od S in K, vendar se 3 h po inokulaciji to nekoliko spremeni, saj
ima S 6 h po inokulaciji vi§jo koncentracijo H,O, v primerjavi z Y, a nizjo od K.
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Due to low reagents costs and high senisitivity luminescence methods are widely
used. The luminescence method is also used for quantification of hydrogen peroxide
(H20,) in plants. The aim of our work was to modify the most frequently used
kivete method to use it with microplate reader. Modified method was used to analize
plant material. We found that the results of luminiscence method are influenced by
several factors, such as temperature, pH, concentrations of quenchers in plant
material and even centrifugation. Luminescence decreases rapidly, so the most
important factor is the time between the additon of fericiannide and the start of
measurement. We demonstrated that luminescence decrease in plant material was
higher in comparison to H,O; (standard), but standards with different concentrations
of H,O; did not show the equal decrease. When using microplate reader you can
analyze up to 96 samples at the same time, but if you take in count the decrease of
luminescence the optimal number of analysed samples is 4. We analysed intact (K),
blindly inoculated (S) and with PVY infected (Y) leaves of susceptible cultivar 'Igor'
in five time points after inoculation. Our data shows that concentrations of H,O, in
intact leaves go up to 146 nmol/g fresh weight. The concentrations of H,O, are
higher in the earlier stages (1 h post inoculation) in Y leaves in comparison to S and
K, but after 3 h post inoculation that changes and 6 h after inoculation S have higher
concentrations of H,O; in comparison to Y, but still lower than K.



v

Sustarsi¢ M. Uvedba luminiscenéne metode za merjenje vodikovega peroksida v zdravih in okuZenih listih

krompirja (Solanum tuberosum L.)
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Biologijo, 2008

KAZALO VSEBINE

str.
Klju¢na dokumentacijska informacija I
Key words documentation v
Kazalo vsebine A"
Kazalo preglednic VIII
Kazalo slik X
Kazalo prilog XII
Seznam okraj$av in simbolov XIII
1 UV OD .t 1
1.1  Utemeljitev predlagane raziSKave ........eeecieenseecsecsccsenssennseesssesssessseessesssesssssssscsssessssssses 1
1.2 Delovne hipoteze .1
1.3 NAMEN delannneineiiineiineiiineiinnecnseeecsnicssneicsnncsssnessssscssansssssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssassss 2
2 PREGLED OBJAV ...ttt e 3
2.1 Razhudnikovke (So0lanaceae).....cceeeereeeree 3
2.1.1 RAZNUANIK (SOIGRUNY ...oeeeeeeeeieeeeee ettt ettt ettt et e bt e e e nsesnaesneesseenseenseensenssensnens 3
2.2 Krompirjev virus PVY...iicsecsecsecssecssnccsnecssecsaeenn 4
2.3 ROS (Reactive Oxygen Species) - reaktivne kisikove spojine ... 4
2.4 Obrambni mehanizmi proti oksidativhemu stresu 5
2.4.1 AntioKSIAAtIVIT NCIIMIL ..c..eruirtirtieieetieietertestest ettt ettt ettt eb ettt b bt ebe s bt eae et et esaenaentenbenaeas 6
2.4.2 Nizkomolekularni antioksidanti (LIMWA) ......ccooiiiiiiiiieieeieeeieete ettt esee e snnens 6
2.5 Vodikov peroksid v rastlinah .8
2.5.1 VlIoga HyOyp v rastlinal .......oc.ooiiii ettt 8
2.5.2 PeroKSIAAZE (PX) ..icuvicuieiiieiieie ettt ettt ettt et et e e b e s taesteesbeesbeesteetsesteebeesbeesbeesaeeraeteeteenreennas 13
2.6 Luminiscen¢ne metode detekcije vodikovega peroksida 13
2.6.1 LuminiSCENCNE METOAE .....c.eertitiriiriiriiriieiieteterte sttt ettt ettt b ettt ettt et bt b ebeeut et et enaeste b e 14
2.6.2 Uporaba polivinilpirolidona (PVP) za odstranitev fenolnih Spojin...........ceceeceeienieneninenienienenceeenne 15
2.6.3 Vpliv duSenja [UMINISCENCE .......c.eeuieerieiieiieieetestesitesteeteeteeeeseeesseesseenseessessaesseesseensesnsesnsesseesseenseenes 15
2.6.4 Vpliv pH vrednosti na [UMINISCENCO. ... .ecuuiiuiieieiieiieie ettt ettt et e eseesseesaeeseeeeeeneas 15
2.7 Ostale metode detekcije vodikovega peroksida 15
2.7.1 Metoda z 2',7' diklorofluorescein diacetat (DCFH-DA) ........cccceovieriiiriieiieieceeereereere et 16
2.7.2 AMPLEX REA.....oiiiiiiiiiieieeiece ettt ettt ettt et et e s te et e e sbeesaesaeesreebeesbeesbeerseeteeete e teeteenreeneas 16
2.7.3 Histokemijska detekcija H,O, z odtisom rastlinskega materiala »tissue printing«.........ccoocverveervrreeenns 16
3 MATERIAL IN METODE .......ooiiiiit et 18
3.1 Priprava rastlinskega materiala 18
3.1.1 Priprava poSKUSNIN TaSTIN........cccviiiiiiiii ittt ettt beeabeeebeeeeesteeteebeenneennas 18
3.1.2 INOKUIACTIA TASTHI L..vvivieiieiieie ettt et e st e st e s be e beesseeatesseesseenseessaessessaesseessaensenneas 18
3.1.3 Pobiranje in shranjevanje rastlinskega materiala.............cceoverrieriiicierienierie e 19
3.2 Ekstrakcija, ¢iS¢enje in merjenje vodikovega peroksida rastlinskega materiala........... 20
3.2.1 EKSHAKCIJA....oovminmsiviiniisinsissisisevsnstis sttt st ssstssesssssesss st sssssesssssssssssassssssssssssssosss 20
3.2.2 CiscCenje rastlinskega Materiala...........occoerieiiiiiiiieiee ettt 21
3.2.3 Merjenje IUMINISCEICE ... .eevieeeeeeieieetieettete ettt eete et e bt e e et e e etesatesae e teeaeeeneeeseeeseenseenteenteeseeseenseenseennes 22



VI

Sustarsi¢ M. Uvedba luminiscenéne metode za merjenje vodikovega peroksida v zdravih in okuZenih listih

krompirja (Solanum tuberosum L.)
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Biologijo, 2008

324 TZKOMSIEK c.ov.evevmnnriiiiniinsinsicsemsinissnstis sttt tas e st ssa st er s s st s st s ass e sns 23
3.2.5 Ciscenje miKrotiterSKih PLOSCIC. ..cuieuieiiiiieiie ettt 23
3.3 Aktivacija in regeneracija DEAE Sephadex A-25 24
3.3.1 Aktivacija DEAE SephadeX A-25 .......oooiioioiiieiieieeiesieeie ettt sttt steeteeaeeaaestaessaesseessesssessnesanesesnnas 24
3.3.2 Regeneracija DEAE SephadeX A-25 .......ccovoiieiieiiieieiee ittt ettt te et ssae st esseessessaessaesaeenseennas 24
3.4 Obdelava rezultatov meritev luminiscence 24
3.4.1 Izracun luminiSCENCe V CASU () S...ccueeiuiiiiiiieiieitiete ettt ettt ettt ettt et te et e et eesee e st ebeeseeneeenees 24
3.4.2 TZEACUN PLOSCIN . ....iitieiieieee ettt ettt ettt et e bt et et e s et e sa e e saeeeeeneeeneeeneeeseenteenseeneeenneeneas 25
3.4.3 Izracun umeritvene krivulje in dolocitev koncentracije HyO, V VZOICU......c.cocuieieriieiieiiiieceieeeeee, 26
3.4.4 TIzracun koli¢ine vodikovega peroksida na gram rastlinskega materiala...........cccccccoveiininincncnncecnne. 27
4 REZULTAT .ttt 29
4.1 Vpliv najpomembnejsih dejavnikov na rezultat meritve...........cccuu.u.... 29
4.2 Optimizacija postopka ekstrakcije ... 30
42,1 CoNtIIUGITANTC .. eeuveeuteeiieetieteet ettt ettt ettt sttt e bttt e at e e aeesb e et e et e em b e satesbtesbe e beeneesmtesaeenaeenaeenee 30
4.2.2 VOIUMEN CIUACIIC ...euvievieiieeieeiiecieettete et eteetesttesteesteebeessesssesseesseesseesseesseessesssasssesseesseessesssesseesseenseenes 30
4.3 Luminiscenca 31
4.3.1 Luminiscenca kemikalij Z in brez KzFE(CN)g....ververiiriirieiieeieeierie ettt 31
4.3.2 Primerjava luminiscence ocetne kisline in 5 % TCA.......ccccoiniminirininieiceeereeeeeeeeeeee e 31
4.3.3 Vpliv red¢enja rastlinskega materiala.............ccooieiieiieriiiie e 31
4.3.4 Uporaba zalozne raztopine amonijevega hidroksida in luminola .............ccoooeeiiniiniiiinienee e 32
4.4 Upad luminiscence 32
AT SEANAAIA ...ttt bbbttt b e bt bt bt a e eb et e e bt be e 32
4.4.2 RaStHNSKI MAETIAL .....eoueiiiiiiiiiiiietee ettt b ettt et bbbt bt et e e naesee b e 33
4.4.3 Vpliv CisCenja rastlinskega materiala na TUMINISCENCO. ........cveruieriiecririeeierieieeie et see e ee e ee 34
4.5 Uporaba veCKanalne PIPeLe ......ccovieriersrcsrcsseessssssssssssssssasossssssssssssssasssasssssssssossssssssssssssssss 35
4.6 Dodatek encima askorbat oksidaze ekstraktu.... 36
4.6.1 ODbStOJNOSt ENCIMSKE TAZLOPINE ......eueeueiiiiietietiettetieieitet ettt ettt eseeaee st e se st e stesbeebeeseeneeneeneensenseseeeneene 36
4.6.2 Vpliv pH in askorbat oksidaze na TUMINISCENCO...........ccuerrieriieriieiieiieniiesieeie et see e reeaeeeee e esseenns 36
4.6.3 KemiKaliJe T PH ..oooiiiiiiiii ettt ettt be et e b e esb e s taesba e beesbeensessaessaeeneeseenes 37
4.6.4 Primerjava umeritvene krivulje standarda v NH4OH in vOdi ....cccvvevieeiiniiiiiiiieiecie e 38
4.7 Uporaba razlicnih metod CiS€enja eKStrakta.....ccivcicsicseossssssesssasssasssasosssosasosssssssssssssossse 38
4.8 Optimizacija merjenja luminiscence 39
4.8.1 Vpliv stresanja in volumen fericianida ............ooueririiiiieieieeeee et 39
4.8.2 Dolocitev najoptimalnej$ih Nastavitev aParatire ..........c.cceceeeeieierieniererieeeeeeeeeeeeee e see e saeevesseeneeeens 40
4.8.3 DOlOCItEV CASA IMEIJEIMJA....ccuveiureeeeerrierieeriereeterteseesseesseessesssesseesseesseesseesseassesssesseesseessesssesssesssesseesseenes 40
4.9 Pregled in izbira metode obdelave podatkov 42
4.10 Povzetek razmer za merjenje luminiscence H,O, v rastlinskem materialu..........ccccee.. 44
4.11 Dolo¢itev vodikovega peroksida v rastlinskem materialu 45
AT 1T IZKOTISTEK ..ttt ettt sttt bbbt e st e s et et e s bt sb e e bt ebeent et ensenae st e ebenae 45
4.11.2 Pregled manj$anja jakosti [luminisCence SIepega VZOICA..........ccueeverrierieeniieieeienieesieeieereseneseeesseense e 47
o I S DO DT 111 1 F: o WSRO 47
5 RAZPRAVA ettt nrar e e 51
5.1 Razprava... 51
5.1.1 Vpliv najpomembnejsih dejavnikov na rezultat Meritve ..........ccceeeveeeieeierieneeniieit e 51
5.1.2 Optimizacija POStOPKA CKSITAKCIE .....eevveerveiieiieriierieetieteeteeteesteesteeaesaesaesreesseessesseesssesseenseessesssesseens 51
5.1.3  LUIMIMISCEIICA ...ttt ettt ettt ettt sttt et ettt bt b e e bt eat et et et e st e b e s bt ebs et e benbenteenes 52
5.1.4 UPAd TUIMINISCENCE. ... .eeueieeieeiieiieiieteeteetestte st e e e et st e seee et e st enseenseesaessaesseesseenseansesseesseenseenseansenssesseens 53



VI

Sustarsi¢ M. Uvedba luminiscenéne metode za merjenje vodikovega peroksida v zdravih in okuZenih listih
krompirja (Solanum tuberosum L.)
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Biologijo, 2008

5.1.5 Uporaba veckanalne PIPELe..........eeuereeruieriieiieieetieetieie et etesite st e ste ettt e et e saeesee et e eneeeneesseesseeaseeseenees 55
5.1.6 Dodatek encima askorbat oksidaze eKStraktul ..........coeceriiiiiiiiiieiee e 55
5.1.7 KemiKalije 0 PH ..ooiiieiiiieieeee ettt ettt et b et n et e bt e b e bt ne e st et e teebeeeeenas 56
5.1.8 Uporaba razli¢nih metod CiS€enja ekStrakta..........oocoviiiiiiiiiiieee e 57
5.1.9 Optimizacija merjenja IUMINISCENCE ... ....ceueieriertirtereetieiietete e steste et et et eate e steste et ebeeseenseneeseseeseeenes 58
5.1.10 Pregled in izbira metode obdelave podatkov ..........ccoccvieiieierieiiieiieiecieeeie et 60
5.1.11 Meritev koncentracije vodikovega peroksida v rastlinskem materialu..........cccccoeevieviincienienincieeieenens 61
5.2 SKLEPI 67
6 POVZETEK ..ottt e et e e tee e st e e snae e e snaaeesnneeeas 68
7 LY 41 PSSR PT PSRRI 70
ZAHVALA

PRILOGE



VIII

Sustarsi¢ M. Uvedba luminiscenéne metode za merjenje vodikovega peroksida v zdravih in okuZenih listih
krompirja (Solanum tuberosum L.)
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Biologijo, 2008

Preglednica 1:

Preglednica 2

Preglednica 3

Preglednica 4

Preglednica 5

Preglednica 6

Preglednica 7

Preglednica 8

Preglednica 9

Preglednica 10

KAZALO PREGLEDNIC

Primerjava srednje vrednosti luminiscence (v RLU) ocetne in triklorocetne
kisline. Luminiscenca je prikazana kot sestevek &tirih ciklov. '(N = 4) =
SE., 2N =5) S E ittt e,

Upad luminiscence standarda razli¢nih koncentracij H,O,. Merjeno v dveh
razli¢nih Casovnih tockah. Prva meritev opravljena po dodatku fericianida
in druga meritev po 16,3 minutah po koncu prve...............c.oooviiiiil.

Luminiscenca eluata pH 6 in 1 v primerjavi z eluatom pH 6 inkubiranim z
encimom. Luminiscenca je preraCunana na ¢as prve meritve in izrazena v

Luminiscenca slepega vzorca (ddH,O) in eluata rastlinskega vzorca s
popravljeno vrednostjo pH na 6,13 in 9,5. Luminiscenca je preraCunana na
¢as prve meritve in predstavljena kot srednja vrednost treh meritev istega
eluata s standardno Napako............o.eviiiiiiii i

pH vrednosti posameznih kemikalij in reakcijske meSanice merjene v
sorazmerni raztopini posameznih kemikalij reakcijske meSanice..............

Luminiscenca izraZzena v RLU razli¢no ¢is¢enega rastlinskega vzorca (N =
3) £ S.E. Luminiscenca je prikazana kot sestevek 4 ciklov.....................

Prikaz dolzine cikla (kineti¢ni interval) v sekundah pri merjenju razlicnega
Stevila TUKNJIC. ...

Pregled nihanja ¢asovnih to¢k (‘Time points') 4 vzorcev merjenih v 6-ih
CIKITN. L

Pregled povprecnih ¢asovnih intervalov do stresanja treh meritev (N=3) +

Povzetek rezultatov razli¢ne obdelave istih podatkov (N=3) + S.E. Metoda
primerjave prve meritve prvega cikla vzorca s prvo meritvijo prvega cikla
standarda (1. metoda), metoda primerjava vsote vseh ciklov vzorca z vsoto
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Preglednica 11 Pregled luminiscence H,O, pripravljenega v 5% nevtralizirani TCA s pH
6.46 in H,O, pripravljenega v ddH,O. V oklepaju so odstete povprecne
vrednosti luminiscence vode............ooevuiiiiiiiiiiiii 45
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inokulirane skupine (S) in okuzene skupine (Y) s srednjo vrednostjo SV
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KAZALO SLIK
str.

Slika 1 Izvor in razgradnja H,O, v rastlinski celici (Neill in sod., 2002a). APX- askorbat
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
APX askorbat peroksidaza
ASC askorbat
CAT katalaza
ddH,O dvakrat destilirana voda
DEAE dietilaminoetil
GPX glutationska peroksidaza
GR glutationska reduktaza
GSH reducirana oblika glutationa
GSSH oksidirana oblika glutationa
H,0, vodikov peroksid
HR hipersenzitivna reakcija
K intaktne rastline
LMWA nizkomolekularni antioksidanti (Low Molecular Weight Antioxidants)
LOX lipoksigenaza
MDA malondialdehid
PCD programirana celi¢na smrt
pH negativni logaritem koncentracije vodikovih ionov
PR s patogenezo povezani proteini
PVP polivinilpirolidon
PVPP polivinilpolipirolidon
PVY »potato virus Y«
PX peroksidaza
RLU relativne svetlobne enote (Relative Light Units)
ROS reaktivne kisikov spojine
S slepo inokulirane rastline
SA salicilna kislina
SOD superoksid dismutaza
SV slepi vzorec
TCA triklorocetna kislina
TF transkripcijski faktor

Y rastline okuzene s PVY
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1 UVOD

1.1 UTEMELJITEV PREDLAGANE RAZISKAVE

Luminiscen¢ne metode so zaradi svoje izjemne obcutljivosti in cenovne ugodnosti nadvse
primerne za uporabo v mnogih znanstvenih panogah in disciplinah. Njihovo uporabnost
izkoriS¢ajo znanstveniki v forenzi¢nih raziskavah, raziskavah voda in nenazadnje tudi v
Stevilnih bioloskih raziskavah.

Uporabo luminiscenéne metode za zaznavanje vodikovega peroksida v rastlinskem
materialu sta prvi¢ predstavila Warm in Laties (1982). Opisana metoda temelji na uporabi
kivetnega sistema in tako omogoca analizo le enega vzorca. Z razvojem tehnologije pa se
je pojavila moznost uporabe Citalcev mikrotiterskih plos¢ic in tako analiza vecjega Stevila
vzorcev, kar mocno olajSa in pospeSi delo. Kljub omenjenim prednostim pa pri
luminiscenci uporabe Citalca mikrotiterskih plosCic za analizo vodikovega peroksida v
rastlinskih ekstraktih nismo zasledili.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Pri vpeljavi luminiscenéne metode za dolo¢anje H,O, v listih krompirja pri¢akujemo
tezave pri dolo¢anju volumnov in koncentracij reagentov - zaradi obcutljivosti metode in
motecih snovi v rastlinskem materialu. Dolocili bomo optimalne pogoje kot kompromisno
reSitev. med uspe$no ponovljivostjo, primernim signalom luminiscence in enostavno
izvedbo meritve.

Pricakujemo tezave pri dolocanju vodikovega peroksida v rastlinah, saj smo v literaturi
zasledili ve¢ja odstopanja v koncentracijah le-tega. Tezavam se bomo poskusali izogniti z
izdatnim ¢iScenjem rastlinskega ekstrakta in ¢imbolj konstantnimi pogoji merjenja.

V s krompirjevim virusom Y (PVY"'™) okuZenih rastlinah obdutljive sorte 'Igor'
pricakujemo v zacetnih fazah vi§jo tvorbo reaktivnih kisikovih spojin oz. merjenega
vodikovega peroksida od slepo inokuliranih in kontrolnih skupin. Pricakujemo tudi, da bo
koncentracija vodikovega peroksida narasla pri slepo inokuliranih rastlinah sorte 'Igor'
vendar v manjsi meri kot pri okuZenih rastlinah.



2

Sustar§i¢ M. Uvedba luminiscenéne metode za merjenje vodikovega peroksida v zdravih in okuZenih listih
krompirja (Solanum tuberosum L.)
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Biologijo, 2008

1.3 NAMEN DELA

Namen diplomskega dela je:

- prilagoditi luminiscen¢no metodo kivetnega sistema za uporabo citalca
mikrotiterskih plosc€ic za analizo ve¢jega Stevila vzorcev

- ugotoviti morebitne dejavnike, ki vplivajo na zaznavanje vodikovega
peroksida v rastlinah

- uporabiti metodo za analizo koncentracij H>O, v listih krompirja '[gor' in

ugotoviti, kako se koncentracija HO, spreminja v listih tekom okuzbe z

NTN

virusom PVY v primerjavi z listi intaktnih oz. slepo inokuliranih

rastlin
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2  PREGLED OBJAV

2.1 RAZHUDNIKOVKE (SOLANACEAE)

Razhudnikovke so druzina z od 2300 (Praprotnik, 2002) do 3000 vrstami (Heywood,
1995). Mednje pristevamo preko 90 rodov, ki so razSirjeni po vsem svetu s sredis¢i v
Avstraliji, Srednji in Juzni Ameriki. Najvi§je Stevilo endemnih rastlin najdemo v S in J
Ameriki, od koder naj bi druzina tudi izvirala (Heywood, 1995).

Druzina razhudnikovk je ekonomsko pomembna druZzina, saj Stevilne rodove gojijo zaradi
lepega cvetja (Browallia, Brufelsia, Datura,...), kot grmovnice (Cestrum, Lycium,
Solanum, ...) ali kot prehransko pomembne rodove (Solanum, Lycopersion, Capsicum,..).
(Heywood, 1995). Za ¢loveka uporabne vrste so krompir, paprika, tobak, vol¢ja cesSnja,
vol¢je jabolko, petunija in druge (Praprotnik, 2002).

2.1.1 Razhudnik (Solanum)

Rod steje okoli 1500 po vsem svetu razsirjenih vrst, med katerimi mnoge vrste vsebujejo
solanin (Praprotnik, 2002). Solanin je glikoalkaloid z insekticidnim delovanjem in je
strupen tudi za ¢loveka (Petauer, 1993). V rod poleg krompirja (S. tuberosum) uvrs€amo Se
naslednje za cloveka pomembnejSe vrste: grenkoslad (S. dulcamara), jajcevec (S.
melongena), pasje zelise (S. nigrum) in druge (Petauer, 1993).

2.1.1.1 Krompir (S. tuberosum L)

Krompir so gojili Ze v Cilu okoli 5000 let pred nasim $tetjem. V Evropo pa so ga prinesli
sredi 16. stoletja in ga nato razsirili iz Spanije ¢ v druge evropske drzave. Sprva so
krompir gojili kot okrasno rastlino, zaradi zastrupitev ob uZivanju plodov in nadzemnih
delov, ter dejstva, da se razvije iz gomolja v zemlji, kar so povezovali s hudi¢em, pa se
krompir v vec¢ji meri ni uporabljal v prehrani vse do 18. stoletja (Petauer, 1993).

Danes krompir takoj za Ziti predstavlja najvaznejSo prehransko kulturo. Poleg pomembne
prehranske vloge se krompir uporablja tudi za predelavo v tehni¢ni Spirit, ve¢je koli¢ine
Skroba porabijo v tekstilni, usnjarski, papirni industriji, industriji umetnih mas, lepil,
pralnih praskov idr. (Petauer, 1993).
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V Sloveniji je bilo do leta 1990 v Uradnem listu vpisanih preko 50 razli¢nih sort krompirja
(Sluga, 1994). Omenjeni kultivarji se razlikujejo po odpornosti do Skodljivcev, po
primernosti za uporabo v prehrani, lahko pa jih razdelimo tudi na zgodnje in pozne sorte
(Sluga, 1994).

Kultivar '[gor' je srednje pozna sorta z belim mesom, zelo dobro prenaSa skladiscenje in
dolgo ohrani jedilno vrednost. Kljub temu, da je kultivar dokaj odporen proti virusnim
boleznim, je izredno ob&utljiv na virus YN (Sluga, 1994), zaradi Gesar je ta bolezen
povzrocila pridelovalcem najvecjo gospodarsko skodo (Kus, 1994).

2.2 KROMPIRJEV VIRUS PVY

Krompirjev virus PVY uvr§¢amo v druzino Potyviridae. Premer partiklov znasa okoli 15
nm, njihova dolzina pa med 720 — 800 nm (cit. in Miki in Oshima, 1972). Najpogostejsa
prenasalka Potyvirusov je breskova uS (Myzus persicae). Ko u$§ prebode povrhnjico
okuzene rastline, se na ril¢ek usi prenesejo tudi virusi, ki jih nato listna uS prenese napre;j
(Kus, 1994).

Virus YN™ povzrota bolezen imenovano prstanasta (obrotkasta) nekroza gomoljev
krompirja (PTNRD). V Sloveniji so bolezen v ve¢jem obsegu opazili leta 1988, pred tem
pa se je bolezen pojavila na Madzarskem, v ZR Nemciji, Bosni in Hercegovini, Srbiji, na
Hrvaskem in v DR Nemciji.

PVY "™ moéneje zmanjsuje pridelek kot ostale razli¢ice. Pridelek je pri obéutljivih sortah
krompirja zaradi zmanjSane kvalitete tudi neprimeren za prodajo, Cesar posledica je, da je
'Tgor' kot na PVY N™ obéutljiva rastlina hitro izginila iz nasih polj (Kus, 1994).

2.3 ROS (REACTIVE OXYGEN SPECIES) - REAKTIVNE KISIKOVE SPOJINE

Kemijsko je snov, ki lahko odda elektrone, oksidant, snov, ki elektrone sprejme, pa
reducent (Kac, 2004).

Reaktivne kisikove spojine (ROS) lahko delimo na radikalno in neradikalno skupino.
Radikali so snovi, ki vsebujejo vsaj en nesparjen elektron na lupinah okoli jedra. Njihova
visoka reaktivnost je posledica nesparjenega elektrona (Kac¢, 2004). Radikalna skupina,
imenovana tudi prosti radikali, vsebuje dusikov oksidni radikal (NO'), superoksidni ionski
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radikal (Oy"), hidroksilni radikal (OH’), peroksilni radikal (ROO"), alkoksilni radikal (RO")
in singletni kisik ('O5) (povzeto po Kohen in Nyska, 2002).

Neradikalna skupina pa je sestavljena iz bolj variabilnih spojin, nekaterih s prav tako
visoko reaktivnostjo kot v primeru radikalov. Sem uvrS§¢amo tudi vodikov peroksid
(povzeto po Bienert in sod., 2006).

Reaktivne kisikove spojine nastajajo v celicah ves Cas. Celice so tekom evolucije razvile
Stevilne mehanizme, ki odstranjujejo nevarne ROS oz. jih pretvarjajo v celicam manj
nevarne snovi (povzeto po Kohen in Nyska, 2002; Baker in Orlandi, 1999).

Superoksidni ionski radikal (O,/HO;’) je nenavaden v tem, da lahko v celici deluje kot
oksidant in reagira s spojinami, ki imajo sposobnost doniranja H' (askorbat, tokoferol), po
drugi strani pa deluje tudi kot reducent (povzeto po Kohen in Nyska, 2002). V rastlinskih
celicah se lahko tvori preko membransko vezane NADPH-oksidaze/sintaze, peroksidaz
celi¢ne stene, lipoksigenaze (LOX) in kot posledica nepravilnega prehoda elektronov v
mitohondrijih in kloroplastih (povzeto po Neill in sod., 2002a; Kohen in Nyska, 2002). Pri
odstranjevanju se superoksid s pomocjo encima superoksid dismutaza (SOD) najprej
pretvori v vodikov peroksid in kisik, tako se ob poviSani tvorbi O, v celici povisa tudi
koncentracija H,O,, pri ¢emer je en superoksid oksidiran do kisika drugi pa do H,O,
(povzeto po Neill in sod., 2002a; Mittler, 2002).

Ceprav velja H,O, za ROS, ni radikal, kljub temu pa Ze v relativno nizkih koncentracijah
(10 uM) povzroci posSkodbe celice (cit. in Veljovic-Jovanovic in sod., 2002). Vecino H,O,
v celici nastane z dismutacijo O, s SOD, v listih pa so eni izmed glavnih virov njegovega
nastanka peroksisomi, kjer nastane direktno z glikolatno oksidazo (povzeto po Foyer in
sod., 1997). H,0O, lahko deluje neposredno in posredno. Neposredno delovanje temelji na
oksidativnih sposobnostih. H,O, je tako sposoben degradirati hem proteine, inaktivirati
encime, oksidirati DNA, lipide, -SH skupine in keto kisline. Posredno lahko iz H,O,
nastanta OH' in HCIO (povzeto po Bienert in sod., 2006). H,O, je relativno stabilna, v vodi
dobro topna snov, ki lahko prehaja skozi lipidni dvosloj in tako prehaja z mesta nastanka
drugam (povzeto po Neill in sod., 2002a).

2.4 OBRAMBNI MEHANIZMI PROTI OKSIDATIVNEMU STRESU

Organizmi morajo uravnavati tako koli¢ino oksidantov kot antioksidantov. V primeru
povecanja pro-oksidantov v primerjavi z antioksidanti govorimo o oksidativnem stresu.
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Obratno pa ob povecCanju koncentracije antioksidantov govorimo o reduktivnem stresu
(povzeto po Kohen in Nyska, 2002).

Organizmi izpostavljeni oksidativnem stresu so razvili Stevilne obrambne mehanizme.
Rastlinska antioksidativha obramba poteka na 2 nacina: z antioksidativnimi encimi in
nizkomolekularnimi  antioksidanti (Low-molecular-weight-antoksidannts - LMWA)
(povzeto po Kohen in Nyska, 2002).

2.4.1 Antioksidativni encimi

V skupino sodijo encimi, kot so superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT) in
peroksidaze (PX) (povzeto po Mittler, 2002).

Loc¢imo tri glavne tipe SOD, ki se v glavnem razlikujejo v prosteticnih skupinah. V
rastlinah najdemo Cu/Zn SOD v citosolu, Mn SOD v mitohondriju in Cu/Zn in/ali Fe SOD
v kloroplastu. SOD imajo pomembno vlogo pri redukciji O, . Kon¢ni produkt reakcije je
H,0., ki ga odstranjuje katalaza (povzeto po Kohen in Nyska, 2002).

Katalaza (CAT) odstranjuje H,O; le pri visokih koncentracijah le-tega (povzeto po Mittler,
2002). Zaradi slabse ucinkovitosti pri nizjih koncentracijah substrata jo najdemo v
peroksisomih v izjemno visokih (celo kristalini¢nih) koncentracijah (povzeto po Baker in
Orlandi, 1999). Encim reagira z 2 molekulama H,O,. Pri reakciji s prvo molekulo H,O,
nastane spojina I (»compound I«), druga molekula H,O, pa sluzi kot donor elektronov.
Encim pri delovanju ne potrebuje energije (povzeto po Kohen in Nyska, 2002).

Peroksidaze (PX) imajo visoko afiniteto do H,O, in ga odstranjujejo tudi pri nizkih
koncentracijah (povzeto po Mittler, 2002). Donorja elektronov v reakciji sta npr. glutation
in askorbat (Gara in sod., 2003). Odstranjevanje H,O, je energetsko potratno, saj za
odstanitev 1 molekule H,O, potrebujemo 2 molekule glutationa (GSH) (povzeto po Baker
in Orlandi, 1999; Kohen in Nyska, 2002).

2.4.2 Nizkomolekularni antioksidanti (LMWA)

LMWA lahko preko posrednega ali neposrednega stika onemogocijo poskodbe z ROS.
Posredno s helacijo kovin preprecijo Haber-Waiss-ovo reakcijo, direktno pa z oddajanjem
elektronov kisikovim radikalom. Prednost LMWA so v majhnosti molekul, ki lahko
prehajajo celicno membrano. Celica lahko uravnava njihovo koncentracijo in lahko se
regenerirajo znotraj celice. Odstranjevalec radikalov (»scavenger«) je snov, ki reagira
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direktno z radikali in tako z oddajanjem enega ali vec elektronov reaktivni radikal
spremeni v neaktivnega. S tem se tudi sam spremeni v radikal, vendar v nereaktivni
radikal. Nadalje se lahko reducira z drugim odstranjevalcem radikalov. Sedaj drugi postane
radikal, ki lahko sprejme elektrone od drugega donorja npr. NADPH (povzeto po Kohen in
Nyska, 2002).

Glutation (GSH) je tripeptid sestavljen iz glutaminske kisline, cisteina in glicina (povzeto
po Kohen in Nyska, 2002). V oksidirani obliki se zdruzita dve molekuli GSH z oksidacijo -
SH skupine (povzeto po Foyer in sod., 1997). GSH najdemo pri ljudeh, zivalih in aerobnih
bakterijah v visokih (mikromolarnih) koncentracijah. GSH je posredni antioksidant v
primeru peroksidaz, saj donira elektrone, ki so potrebni za razgradnjo H,O,. Deluje lahko
kot helat in s tem onemogoc¢i Haber-Weiss-ovo reakcijo. GSH lahko interagira z OH,
ROO in RO  radikali (povzeto po Kohen in Nyska, 2002).

Peroksisom
Hloroplast Mehleq - 3 G I:n_lalna
= r\eakcua cksidaza
e k- J:,, ’.\ & Hatalaza
= "H:Dz '.':. i H Oz ——
,}
o -kel Peroksiporini
HyOy === =i- - - +» H;0,
Mitohondrij
Elel.'lmnsl:l ’ I
l :C-u O, O
}aH GS5G
H-0, Hs0 i izacii
Ascorbat-glutationski AL Slgnallzacua‘ .|
(A-G) cikel U e
APX Ta
Askorbat Dehidroaskorbat *
{raducira {oksidiran] "I
. ’ » H,03
DHAR L -
Glutation Glutation =
tuksidiran}'i.\ (reduciran) el-lseﬁggl]kg
GR Peroksidaza
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Slika 1: Izvor in razgradnja H,O, v rastlinski celici (Neill in sod., 2002a). APX- askorbat peroksidaza,
DHAR- dehidroaskorbat reduktaza, GR- glutation reduktaza.
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Askorbat (ASC), vodotopen antioksidant, je u€inkovit odstranjevalec radikalov, saj kot
donor elektronov ROS vrsi eliminacijo le-teh. ASC lahko donira 2 elektrona. Z donacijo
enega elektrona se tvori askorbilni (semidehidroaskorbat) radikal, ki se lahko oksidira v
dehidroaskorbat. Zaradi stabilnosti semidehidroaskorbatnega radikala je askorbat kot
antioksidant izjemno ucinkovit. Semidehidroaskorbat se lahko nadalje oksidira in odda 1
elektron ali pa se reducira in sprejme elektron od GSH ali preko NADPH-
semidehidroaskorbat reduktaze preko NADPH. Dehidroaskorbinska kislina se lahko
regenerira s pomoc¢jo dveh molekul GSH in encima dehidroaskorbat reduktaze (Slika 1),
lahko pa se zaradi nestabilnosti razgradi na diketo-L-gulonsko kislino in nato do oksalne
kisline (povzeto po Foyer in sod., 1997; Pignocchi in Foyer, 2003; Mittler, 2002; Kohen
in Nyska, 2002).

2.5 VODIKOV PEROKSID V RASTLINAH

2.5.1 Vloga H,0; v rastlinah

Novejse biokemijske in genetske raziskave uvrS¢ajo H,O, med signalne molekule
biotskega in abiotskega stresa. H,O, v celici nastaja tekom normalnega metabolizma,
njegova obstojnost pa je bistveno pogojena z antioksidativnim sistemom. Abiotski stres
(visoka ali nizka temperatura, dehidracija, UV, ozon...) povisa koncentracijo H,O, in
sprozi odzive, kot so aktivacija encimov, gensko ekspresijo in programirano celi¢no smrt
(PCD). Mobilnost H,O, je lahko zaradi razgradnje s strani antiokisdantov omejena na
celicne domene imenovane »hot-spoti«. V apoplastu nastale molekule H,O, lahko preko
»peroksiporinov« potujejo v notranjost celice, kjer sledi nadaljnja presnova.

Vecino H,O, v celici tvori SOD. H,0, se tvori tudi v kloroplastih, mitohondrijih in v
peroksisomih s Stevilnimi oksidazami npr. glikolatna oksidaza, urat oksidaza in acetil CoA
oksidaza. Tvori se tudi kot produkt fotorespiracije in kot stranski produkt respiracije
(povzeto po Foyer in sod., 1997).

H,0O, lahko skupaj z duSikovim oksidom (NO) povzro¢i PCD. Ni Se povsem poznan
mehanizem, vendar je najverjetneje nastop PCD povezan z nastankom por v zunanji
membrani mitohondrijev. NovejSe analize kazejo, da so pri celicah s celi¢no steno vrste
Arabidopsis za prozenje PCD potrebne vi§je koncentracije H,O, v primerjavi s
koncentracijami, ki inicirajo PCD protoplastov. Razlog je najverjetneje v sposobnosti
odstranjevanja H,O,. Razpolovni ¢as 20 mM H,0O,, dodanega celicam s celi¢no steno,
znasa med 2-5 minut, v primeru protoplastov pa priblizno 1 h. ZmanjSana sposobnost
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odstranjevanja H,O, protoplastov gre na racun odstranitve s celicno steno povezanih
encimov npr. peroksidaz.

Posledica izpostavitve kulture Arabidopsis H,O, je poviSanje koncentracije H,O, v
mitohondrijih in nastop PCD. H,0,; lahko sprozi aktivacijo mitogen-aktivacijske proteinske
kinaze (MAPK), ki povzroci zviSanje koncentracije H,O, v mitohondrijih in PCD, prav
tako sodeluje pri zapiranju rez preko abcizinske kisline (ABA), ki lahko sprozi ekspresijo
gena za CAT, in nenazadnje H,O, sodeluje tudi pri avksinsko reguliranem gravitropizmu
(Slika 2).

H,0, uravnava Stevilne gene, vklju¢no z geni antioksidativnega sistema in geni, ki so
potrebni za prizvodnjo H,O,. Analize z mikroCipi kazejo, da se v kulturi predhodno
tretirani z H,O, izrazajo geni, ki kodirajo antioksidativne encime, proteine potrebne za
PCD, kalmodulin, proteinske kinaze, transkripcijske faktorje (TF) (povzeto po Neill in
sod., 2002a; Neill in sod., 2002b).
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Slika 2: Delovanje H,O, kot signalne molekule (Neill in sod., 2002a).
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H,0,; vpliva preko lipidne peroksidacije na senescenco listov riza. Raven malondialdehida
(MDA) odraza lipidno peroksidacijo. Lin in Kao (1998) ugotavljata, da H,O, povecuje
razgradnjo proteinov, koncentracija MDA pa se v primerjavi s kontrolo povisa v listih
tretiranih s H,O,, kar kaze na vpliv H,O; na senesceno listov. Avtorja tudi ugotavljata, da
dodatek H,O, k odrezanim listom v petrijevki ne povzro¢i kopic¢enja endogenega H,O,
ampak celo upad, kar nakazuje na porabo H,O, za lipidno peroksidacijo. Lipidna
peroksidacija se povisa tudi v poganjkih in koreninah tretiranih s Cd in doseze najvisjo
raven po 7 dneh (Ortega-Villasante in sod., 2005).

Abiotski stres, kakrSen je npr. znizanje temperature, vpliva na produkcijo H,O, pri pSenici
(Triticum aestivum). Nizje temperature povzrocijo prenos elektronov na kisik in nastanek
H,0,. V listih pSenice, ki so v temi izpostavljeni temperaturi 4°C, je koncentracija H,O,
vi$ja kot v listih pri 28°C na svetlobi in v temi. Najvi§ja koncentracija H,O; je doseZena po
nekaj minutni izpostavljenosti listov nizji temperaturi z vchom med 3-5 minut (Okuda in
sod., 1991). Tretiranje pSenice z nizkimi koncentracijami H,O; in inhibitorjem katalaze
izzove sintezo polipeptidov, ki so podobni polipeptidom, izoliranim iz rastlin
izpostavljenih nizkim temperaturam. Raziskave kazejo, da je za dvig H,O, najverjetneje
odgovorna citosolna Cu/Zn SOD, saj ostaneta mitohondrijska in kloroplastna SOD
nespremenjeni kot odziv na nizke temperature v temi (povzeto po Foyer in sod., 1997).

Navzkrizna toleranca (»cross tolerance«) kaze na moznost, da H,O, deluje tudi kot
signalna molekula. Znani so Stevilni primeri, ko specificni abiotski stres preko
oksidativnega stresa izzove toleranco rastline na drugo vrsto stresa, vklju¢no z bioloskim
stresom (povzeto po Foyer in sod., 1997).

2.5.1.1 H,0, kot odziv na biotski stres

Izpostavitev rastlinskih celic stresu povzroci aktivacijo membranske od NADPH odvisne
superoksid sintaze in nastanka superoksida, ki ga apoplazmatska SOD pretvori v H,Os.
Proizvodnja ROS med napadom patogena lahko povzro¢i uni¢enje patogenega organizma
in omeji Sirjenje le-tega po rastlini, povzro¢i navzkrizno povezovanje proteinov celi¢ne
stene ali odmrtje celice. Pod stresnimi pogoji se povecajo nivoji nizkomolekularnih
antioksidantov (LMWA) in tudi CAT, SOD, glutationske reduktaze (GR), askorbat
peroksidaze (APX) in glutationske peroksidaze (GPX) .

H,O; se tvori po nekaj minutnem stiku elicitorja ali mikroba z rastlinsko celico. Najveckrat
inkompatibilna interakcija mikrob-rastlina izzove hipersenzitivno reakcijo (HR) in kot
posledico PCD. H,0, se pri inkompatibilnih interakcijah tvori v dveh stopnjah, v prvi
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stopnji ze po nekaj minutnem stiku s patogenom in v nadaljnji stopnji, ki je znacilna le za
inkompatibilne interakcije po 1- 3 urah po prvi stopnji. HyO; naj bi imel v patogenezi
dvojno vlogo. Kot prvo naj bi preprecil rast mikroba, kot drugo pa sprozil nastanek
fitoalkesinov in s patogenezo povezanih proteinov (PR proteini) (povzeto po Foyer in sod.,
1997).

H,0,, ki nastane zaradi mikrobov, se nadalje transportira v celico, kjer skupaj s salicilno
kislino (SA) in NO sprozi odgovor rastline oz. PCD. NO in SA povzrocita supresijo APX
in CAT. Tako rastlina producira H,O, in hkrati onemogo¢i njegovo odstranjevanje.
Klju¢no vlogo pri PCD ima NO, brez katerega tudi ob povisanju ROS ne pride do PCD. Pri
abiotskem stresu pa ROS inducira mehanizme za razgradnjo ROS npr. APX in CAT.
Vprasanje, ki se postavlja je, kako rastlina regulira ROS v primeru napada mikroba in
abiotskega stresa. Podatki za rastline tobaka kazejo, da so ob okuzbi pokazale manjsi delez
PCD rastline, ki so bile predhodno izpostavljene abiotskemu stresu in so imele posledi¢no
poviSane koncentracije antioksidantih encimov. Rastline s poviSano koncentracijo CAT so
bile manj odporne na patogen (povzeto po Mittler, 2002).

Celotno interakcijo patogena z rastlino lahko razdelimo nekako na 3 stopnje, Ceprav
stopnje med seboj niso jasno locene:

1. stopnja

V prvi stopnji pride do prepoznave patogena in produkcije ROS. Transdukcija signala
je vezana na kalcijeve (Ca®") tokove. Zgodnji odziv na patogen se v suspenziji celic
pojavi ze po 0,5-2 min in se zakljuc¢i po priblizno 15 min. Ko so tretirali suspenzije
celic tobaka in soje s Pseudomonas sp., koncentracija HyO; ni presegla 15 uM.

2. stopnja

Druga stopnja je posledica prepoznave mikroba v prvi stopnji in se odraza v poviSanju
koncentracij antioksidantov, lipoksigenaze (LOX), tvorbi fitoaleksinov in lignifikaciji.
Produkcija ROS med patogenezo lahko celo naraste, ¢eprav se tudi odstranjuje in je
lahko posledi¢no nizja kot v prvi stopnji.

3. stopnja
Zadnja stopnja patogeneze predstavlja razgradnjo in smrt celic (povzeto po Baker in
Orlandi, 1999).

Primerjava ranitve (mehanske poskodbe) in napada herbivora kaze povisanje koncentracije
H,0, tako v okolici ranitve kot v obmocju herbivornega napada. Koncentracija H,O, se
povisa tudi v nepoSkodovanih listih, kar govori v prid hipotezi, da so procesi sistemsko
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regulirani. Primerjava omenjenih poskodb pokaZze, da je koncentracija H,O; signifikantno
vi§ja pri ranitvi, ki jo povzro¢i herbivor. Po preteku 1 h po napadu herbivora je v
primerjavi z mehansko poSkodovanim listom aktivnost encimov APX, PX, GR, GPX nizja,
aktivnost SOD pa ostane nespremenjena. V primerjavi z mehansko poskodovanim listom
pa se povisa aktivnost katalaze (CAT). Po 6 h se aktivnost encimov temeljito spremeni.
Tako se npr. povisa aktivnost SOD, APX, PX, GR, napram listu z mehansko ranitvijo,
aktivnost CAT pa ostane kot pri eni uri poviSana napram listu s samo ranitvijo. Aktivnost
GPX je 6 h po napadu herbivora nizja v primerjavi z aktivnostjo GPX v ranjenem listu,
vendar visja od aktivnosti GPX v s herbivorom napadenem listu po 1 h (Maffei in sod.,
2006).

V literaturi lahko zasledimo najve¢ podatkov o odgovoru rastline na glivicne in bakterijske
okuzbe, manj pa o odgovoru na okuzbe z virusi (povzeto po Gara in sod., 2003).

Radwan in sod. (2006) so ugotovili, da se v na novo razvitih listih buc, ki so bile 14 dni
pred poskusom mehansko inokulirane z virusom rumenega mozaika bu¢ (ZYMYV),
aktivnost encimov SOD, CAT, PX in APX povisa. V primerjavi s kontrolo se aktivnost PX
povisa 3-krat, aktivnost APX in CAT 2-krat in SOD 1,3-krat. Za okoli 54% se povisa tudi
koncentracija H,O», ki pri kontroli znasa okoli 14 nmol/g sveze mase. Za priblizno 30% se
povisa tudi koncentracija malondialdehida, kar kaze na poviSano lipidno peroksidacijo.

Li in Burritt (2003) sta ugotovila, da se koncentracija H,O, po okuzbi z »Cocksfoot mottile
virus« (CfMV) v obcutljivih rastlinah pasje trave (Dactylis glomerata L.) zmanjSa za vec
kot polovico v prvih treh dneh po inokulaciji. Koncentraija H,O, nato pocasi naras¢a in 20
dni po inokulaciji znaSa 3 pmol/g sveZze mase, kar je 150 % ob inokulaciji izmerjene
vrednosti.

Riedle-Bauer (2000) je odkril, da imajo pri kompatibilni interakciji patogen-rastlina
pomembno vlogo peroksidaze. Pri rastlinah vrste Cucumis sativus, pred 20 dnevi
inokuliranih s CMV (mozai¢ni virus cvetace), je pri drugem pravem na novo razvitem listu
odkril povisanje koncentracije SOD in kar za 7-kratno poviSanje guajakol peroksidaze. Z
elektroforeznimi testi je potrdil prisotnost peroksidaznih izoencimov, ki imajo sposobnost
tvorbe H,O,. Avtor je sklepa, da je dvig celokupne PX aktivnosti po okuzbi z virusom,
povezan z dvigom koncentracije H,O,.
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2.5.2 Peroksidaze (PX)

Obstaja ve¢ pokazateljev, da so peroksidaze vpletene tako v sintezo kot razgradnjo H,O,.
Raziskave kaZejo, da se aktivnost peroksidaz po napadu herbivora povisa (Maffei in sod.,
2006), prav tako so verjetno ravno peroksidaze odgovorne za krajSi razpolovni cas
dodanega H,O, k celicam s celi¢no steno napram protoplastom (povzeto po Neill in sod.,
2002a).

Milavec (2004) za obcutljivo sorto 'Tgor' ugotavlja, da so najvecje razlike v aktivnosti pri
topnih peroksidazah med okuzenimi ter slepo inokuliranimi rastlinami in da je 3 h po
okuzbi aktivnost topnih peroksidaz 3-krat nizja od aktivnosti pri intaktnih rastlinah. Za
ionsko vezane peroksidaze pravi, da je aktivnost 3 h po inokulaciji pri okuzenih rastlinah
nizja kot pri slepo inokuliranih in intaktnih, 6 h po inokulaciji pa je aktivnost teh encimov
pri okuzenih nekoliko nizja kot pri slepo inokuliranih in visja kot pri intaktnih rastlinah. V
primeru kovalentno vezanih peroksidaz je 3 h po okuzbi njihova aktivnost v okuzenih
rastlinah bistveno vi§ja kot v slepo inokuliranih in intaktnih rastlinah, ter da po 6 h ni razlik
med slepo inkuliranimi in okuzenimi rastlinami.

Semprimoznik (1999) ugotavlja, da je aktivnost peroksidaz 24 h po inokulaciji v
inokuliranih listih okuZenih rastlin bistveno visja kot pri slepo inokuliranih in intaktnih
rastlinah. V ¢asu pojava primarnih bolezenskih znamenj je bila v listih z bolezenskimi
znamenji prav tako poviSana aktivnost topnih in ionsko vezanih peroksidaz.

2.6 LUMINISCENCNE METODE DETEKCIJE VODIKOVEGA PEROKSIDA

Prisotnost H,O, lahko potrdimo npr. z upadom zacetne fluorescence skopoletina (7-
hidroksi-6-metoksi-kumarin) obi¢ajno pa prisotnost potrdimo s fluorescenco predhodno
nefluorescirajocih spojin npr. diacetildiklorofluorescin, p-hydroksifenilacetat, homovanilne
kisline (3-metoksi-4-hidroksifenilocetna kislina) ali Amplex Red (N acetil-3,7
dihidroksifenoksazin). Po enakem principu deluje tudi oksidacija tetrametilbenzidina
(povzeto po Tarpey in Fridovich, 2001 in Tarpey in sod., 2004).

Efekt dusenja fluorescence v bioloskih vzorcih lahko v primeru skopoletina vodi do
precenitve koncentracij H>O, ali podcenitve v primerih uporabe ostalih (povzeto po Tarpey
in Fridovich, 2001 in Tarpey in sod., 2004).
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2.6.1 Luminiscen¢ne metode

Pestrost luminiscencnih metod je izjemna. Poleg doloc¢anja koncentracij H,O; pri rastlinah
se metode uporabljajo tudi za dokazovanje krvnih madezev (Dilbeck, 2006),
superoksidnega iona (povzeto po Tarpey in Fridovich, 2001; Tarpey in sod., 2004),
dokazovanje Stevilnih antioksidativnih lastnosti snovi (Krasowska in sod., 2000), v analizi
hrane (povzeto po Naves in Jiménez, 1995), doloCanje prisotnosti kovin v vodi (Moliner-
Martinez in sod., 2003), itd.

Kemiluminiscenca je pojav oddajanja vidne ali ultravijolicne svetlobe, pri Cemer se snov,
ki svetlobo oddaja, ne segreje. Posebna vrsta kemiluminiscence je bioluminiscenca, ki
poteka v zivih organizmih npr. nekaterih Zuzelkah (kresnice), enocelicarjih,
globokomorskih ribah in drugih (Kac, 2004).

Kemiluminiscentne metode imajo ve¢ prednosti med katerimi je najpomembnejSa
obcutljivost (povzeto po Naves in Jiménez, 1995), zaradi katere je metoda izjemno
pomembna tudi v forenzi¢nih preiskavah, saj omogoc¢a ugotavljanje krvnih madezev tudi
pri razred¢itvi 1:10.000 (Grofelnik, 2005). Pri taksni redcitvi se koncentracija DNA, ki je v
krvi prisotna v majhnih koli¢inah, tako zelo razred¢i, da je tudi z metodo pomnozitve DNA
ne dokazemo vec€. Pri enaki redCitvi pa je z uporabo luminiscentne metode mo¢ dokazati
zelezo in posledi¢no prisotnost krvi.

Kemiluminiscenco barvila luminol (5-amino-2,3-dihidrofitalazin-1,4-dion) je prvi¢ opisal
Albrecht. Oksidacija luminola v bazi¢nih raztopinah povzro¢i nastanek energijsko
bogatega intermediata, ki pri pretvorbi v aminofitalsko kislino odda energijo v obliki
svetlobe (Slika 3) (povzeto po Naves in Jiménez, 1995).
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Slika 3: Prikaz reakcije luminola v prisotnosti H,O, in katalizatorja (Warm in Laties, 1982).
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2.6.2 Uporaba polivinilpirolidona (PVP) za odstranitev fenolnih spojin

Fenolne spojine ze same po sebi duSijo luminiscenco, torej z delno odstranitvijo ali
neodstranitvijo dobimo manjsi signal kot v primeru popolne odstranitve. Polivnilipirolidon
(PVP) veze fenolne spojine in jih odstrani iz supernatanta. Testiranje dodane koli¢ine PVP
(izrazenega kot % mase na volumen (w/v)) kaZejo, da pri 5% dodatku PVP luminiscenca
doseze plato in se bistveno ne spreminja s povecevanjem koli¢ine PVP (Pérez in Rubio,
2006). Uporaba PVP je nujna v primeru nadaljnje uporabe askorbat oksidaze za odstranitev
askorbata (Veljovic-Jovanovic in sod., 2002).

2.6.3 Vpliv duSenja luminiscence

Ze Warm in Laties (1982) sta opazila, da »obarvani produkti« dusijo luminiscenco.
Novejse raziskave pa kazejo, da dusenje luminiscence poteka na dveh nivojih, in sicer s
kemikalijami, ki absorbirajo v spektru luminiscence barvila (npr. luminola), ter z
interakcijo med ekstraktom in kemikalijami reakcijske meSanice, ki so potrebne za zaznavo
H;0,. Tako je mozna redukcija fericianida v ferocianid in zniZanje luminescence
(Veljovic-Jovanovic  in  sod.,  2002).  Glutation je  sposoben  duSitve
elektrokemiluminiscentne metode Ze v pikomolarnih koncentracijah (Yifeng in sod., 2003).

Razinger in sod. (2006) uporabijo luminiscen¢no metodo in ¢italec mikrotiterskih ploscic
za ugotavljanje celokupnega antioksidativnega potenciala vodne lece.

2.6.4 Vpliv pH vrednosti na luminiscenco

pH vpliva na jakost luminiscence, ki je visja pri visokih pH vrednostih, pod pH 7 pa
preneha. pH vpliva tudi na duSenje antioksidantov. BHT (butiliran hidroksitoluen),
komercialno uporabljan antioksidant, duSi v enaki koncentraciji pri pH 8 41,7%
luminiscence, pri pH 12 pa kar 86,3% (Krasowska in sod., 2000).

2.7 OSTALE METODE DETEKCIJE VODIKOVEGA PEROKSIDA

Za natan¢no dolocitev in subcelularno analizo H»,O, je najbolje uporabiti ve¢ razlicnih
metod (Maffei in sod., 2006).
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271 Metoda z 2',7' diklorofluorescein diacetat (DCFH-DA)

Metoda temelji na dejstvu, da 2',7" diklorofluorescein diacetat (DCFH-DA) lahko potuje v
celice, kjer esteraze odcepijo diacetat (DA) in tako povzrocijo, da nefluorescentni 2',7'
diklorofluorescin (DCFH) ostane ujet v celici. Nadaljnja oksidacija DCFH v 2.7'
diklorofluorescein (DCF) s H,O, potece ob prisotnosti hematina, peroksidaz ali citokroma
c. Fluorescenca DCF se meri z ekscitacijo pri 498 nm in emisijo pri 522 nm (povzeto po
Tarpey in Fridovich, 2001 in Tarpey in sod., 2004).

Lu in Higgings (1998) metodo uporabita na nacin, da v liste infiltrirata DCFH-DA, nato pa
liste pregledata pod UV lu¢jo ali pa liste mesta infiltracije izrezeta in fluorimetricno
dolocita koncentracijo H,O,. Spremembo fluorescence DCFH lahko opazujemo tudi s
pomocjo epifluorescence (Ortega-Villasante in sod., 2005).

Novejse raziskave postavljajo pod vprasaj porazdelitev DCFH-DA, DFCH in DCF v celici,
saj naj bi ostal DCFH v membrani (Afti in sod., 2004).

Razinger in sod. (2007) predstavijo metodo zaznavanja ROS v realnem casu z uporabo
DCFH-DA in posebne EMCCD kamere. Metoda omogoca doloc¢itev ROS v simplastu ali
apoplastu.

Metoda je uporabna predvsem v Zivalskih sistemih (Walrand in sod., 2003).

2.7.2 Amplex Red

Amplex Red Hydrogen Peroxside Assay kit omogoc¢a dolocitev H,O,. Postopek priprave
ekstrakta je podoben kot pri drugih metodah. Po ekstrakciji, centrifugiranju, nevtralizaciji
ter cCiS€enju ekstrakta poteCe reakcija med H,O, v reakcijski meSanici s hrenovo
peroksidazo in Amplex Red. Sledi merjenje fluorescence pri ekscitaciji 560 £ 5 nm in
emisiji 590 + 5 nm s ¢italcem mikrotiterskih plos¢ic (Orozo-Cardenas in Ryan, 2002).

2.7.3 Histokemijska detekcija H,O, z odtisom rastlinskega materiala »tissue
printing«

Histokemijska metoda odtisa posebej pripravljenega rastlinskega materiala (»tissue
printing«) na nitrocelulozno, agarozno, Skrobno ali najlonsko podlago omogoca prenos
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proteinov, encimov, kemikalij v sveze odrezanem tkivu na omenjene medije. Ugotavljanje
prisotnosti H,O, temelji na oksidaciji kalijevega jodida (KI) do elementarnega joda I,
vidna kot formacija modro-¢rnih I,-Skrobovih kompleksov (Neves in sod., 1998).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 PRIPRAVA RASTLINSKEGA MATERIALA

3.1.1 Priprava poskusnih rastlin

Rastline krompirja '[gor' smo razmnozili z nodijsko kulturo iz zdravih rastlin, ki smo jih
predhodno testirali na virusne povzrocitelje bolezni. Rastline krompirja smo razrezali na
nodije, pri ¢emer smo od posamezne rastline odvzeli po najve¢ 5 nodijev. Uporabili smo
sredinske nodije, spodnje in zgornje nodije vsake rastline pa smo zavrgli. Tako razrezane
nodije smo nato v pravilni orientaciji posadili v sterilno gojiS¢e za zakoreninjenje v
petrijevkah. Po 14 dneh rasti v komori z dnevno temperaturo 20°C, no¢no 19°C in 16-
urnim osvetljevanjem smo rastline prestavili v zemljo in v komoro z dnevno temperaturo
22°C, no¢no temperaturo 20°C, 75% vlaznostjo in 16-urnim osvetljevanjem. Rastline so
tako rasle 4 tedne, nato pa smo izvedli poskus.

3.1.2 Inokulacija rastlin

Za poskus smo rastline razdelili v tri skupine; intaktne (K), slepo inokulirane (S) in
okuzene rastline (Y). Skupino okuZenih rastlin predstavljajo rastline, ki smo jih inokulirali
s sveze pripravljenim ekstraktom rastlin okuzenih z virusom PVY, slepo inokulirane (S)
smo inokulirali z ekstraktom zdravih rastlin. Kontrolnih rastlin (K) nismo inokulirali.

Rastline so bile pred poskusom osvetljene 1 h, medsebojno pomesane in inokulirane po
spodaj opisanem postopku.

3.1.2.1 Postopek inokulacije

Najprej smo rastline postavili na pladnje in razdelili glede na nadaljnji tretma na okuzene
(Y), slepo inokulirane (S) in intaktne kontrolne rastline (K). Vsako skupino smo nadalje
razdelili $e na 5 podskupin, pri cemer je vsaka podskupina predstavljala eno casovno tocko
po inokulaciji (30 minut, 1 h, 3 h, 6 h, simptomi). Liste podskupine simptomi (Slika 4) smo
pobrali 7 dni po inokulaciji. Vsaka podskupina je vsebovala po pet rastlin, razen pri K v
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podskupini 6 h, kjer so bile le Stiri rastline, in v podskupini simptomi, kjer sta bili le dve
rastlini. V skupini S pri podskupini simptomi so bile tudi le tri rastline.

Postopek inokulacije je bil podoben pri slepo inokulirani in okuzeni skupini, razlikoval se
je le v inokulumu. Za inokulum smo uporabili rastline krompirja sorte 'Pentland' gojene v
tkivni kulturi in sicer zdrave rastline za inokulum slepo inokuliranih rastlin in okuzene z
virusom Y™ za inokulum okuzenih rastlin. SveZ rastlinski material (brez korenin) smo
strli v terilnici z dodatkom fosfatnega pufra (2,6 mM NaH,POy, 15,2 mM Na,HPOy4, 0,1%
DETC (natrijev dietilditiokarbamat) pH 7,6) v razmerju 1 : 3 (rastlinski material : pufer).
Nato smo si nadeli zasCitne rokavice in na vsaki rastlini oznacili 2-3 spodnje liste.
Oznacene liste smo narahlo potresli s karborundom in nato podrgnili s prstom namocenim
v ustrezen inokulum. Po preteku 10 minut od mehanske inokulacije zadnje rastline smo
inokulirane liste sprali z navadno vodo in rastline prenesli v komoro. V komoro nismo
prenesli le rastlin v podskupini 30 minut.

3.1.3 Pobiranje in shranjevanje rastlinskega materiala

Pred pri¢etkom pobiranja listov smo pripravili sveze terilnice in jih ohladili s tekocim
duSikom. V nacrtovanih ¢asovnih tockah smo pobrali spodnje inokulirane liste okuzenih in

slepo inokuliranih rastlin, ter odgovarjajoce liste intaktnih rastlin.

¥ ¥ ‘ - i
Slika 4: Prikaz rastline ob¢utljivega kultivarja 'Igor' 7 dni po okuzbi z virusom PVY"™ (levo), ter povetava
spodnjega inokuliranega lista (desno).

V dusiku zmrznjene liste smo nato s pestilom strli v prah, jih prenesli v epruvete Falcon in
shranili v zamrzovalniku pri -80°C.
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3.2 EKSTRAKCIJA, CISCENJE IN MERJENJE VODIKOVEGA PEROKSIDA
RASTLINSKEGA MATERIALA

Predstavljen je najprimernejSi postopek po katerem smo ekstrahirali H,O, in Cdistili
rastlinski material in se nanasa na zadnji del diplomske naloge — analizo rastlinskega
materiala. Tekom, nasih raziskav smo prilagajali Stevilne dejavnike in so v primeru, da so
pomembni, navedeni v rezultatih.

Metodo merjenja luminiscence smo prilagodili po Warm in Laties (1982) in Veljovic-
Jovanovic s sod. (2002).

Za uporabo luminiscen¢ne metode smo se odlocili zaradi pogoste uporabe omenjene
metode za analizo vodikovega peroksida pri rastlinah, cenovno ugodnih reaktantov in
razpoloZzljive aparature.

3.2.1 Ekstrakcija

V vsako od treh v tekoCem duSiku predhodno ohlajenih epruvet Falcon smo zatehtali po
0,5 £ 0,05 g zmrznjenega rastlinskega materiala. Primeri, v katerih rastlinskega materiala
ni bilo dovolj, so oznaceni. Pazili smo, da se rastlinski material ni odtalil. K 0,5 g
zatehtanega zmrznjenega rastlinskega materiala smo dodali 4 ml ledeno hladne 5 %
triklorocetne kisline (TCA). Homogenizirali smo 3 minute z Ultra Turrax T 25 Bassic pri
24.000 obratth na ledu. Po treh minutah smo dodali 225 mg PVPP
(polivinilpolipirorolidon) (Sigma), premesali in inkubirali 10 minut na ledu. Nato smo
centrifugirali 30 minut pri 12.000 g in 4°C (Backman Avanti J-25). Postopek ekstrakcije je
prikazan na sliki 5.
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0,5 g + 4ml 5%TCA |

+ 5% PVPP

v

‘ 10’ inkubacija na ledu

merjenje luminiscence

v

centrifugiranje

A

centrifugiranje

A

nevtralizacija eluata

‘ nanos supernatanta na kolono |

Slika 5 : Poenostavljen prikaz obdelave rastlinskega materiala.

3.2.2 Cisenje rastlinskega materiala

Prvi del CcisCenja, odstranitev fenolnih substanc s PVPP, je potekalo Ze med
centrifugiranjem. Nadaljnje ¢iS¢enje pa je potekalo z ionsko izmenjevalno kromatografijo.
V oklepajih so navedeni podatki za primere, ko smo uporabili askorbat oksidazo kot
inaktivatorja askorbata, dusilca luminiscence. 1 (2) ml supernatanta smo nanesli na kolono
(1,4 x 8 cm) s cca. 0,5 (1) g DEAE Sephadex A-25 (Sigma). Predhodno je bila kolona
ekvilibrirana z 8 (15) ml 5 % TCA. Po nanosu smo kolono eluirali z 3,5 (7) ml 5 % TCA
ter eluat lovili v epruveti Falcon.

Nadaljnji postopek se je razlikoval glede na to ali smo za ¢iS€enje uporabili encim askorbat
oksidazo ali ne.

3.2.2.1 Uporaba encima askorbat oksidaze za inaktivacijo askorbata

pH eluata smo uravnali s 5 M, 1 M in 0,5 M K,COs priblizno na vrednost 6. pH smo merili
z lakmusovimi listi ali pH metrom (Metter Tolledo, MP 225). K 500 pl eluata smo dodali
10 ul (1 enota) askorbat oksidaze (Sigma) za inaktivacijo askorbata in inkubirali pri sobni
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temperaturi 10 minut. Nadaljnji postopek je enak kot v primeru, ko askorbat oksidaze
nismo uporabili.

3.2.2.2 Postopek brez uporabe encima askorbat oksidaze

V primeru, ko encima askorbat oksidaze nismo uporabili smo celoten volumen eluata
nevtralizirali s K,COs do pH 6,4 - 6,51. Nato smo odvzeli 1 ml raztopine, jo centrifugirali
(Micro—242, Tehtnica Zelezniki) 5 minut pri sobni temperaturi, ter nato izmerili
luminiscenco.

3.2.3 Merjenje luminiscence

Luminiscenca upada v ¢asu izjemno hitro, zato je pomembno, da opravimo meritev ¢im
hitreje po pricetku reakcije in vedno v enakih c¢asovnih intervalih. Zaradi Stevilnih
dejavnikov, ki vplivajo na luminiscenco, je nujno vzdrZevati konstantne pogoje meritev.

Kemikalije za merjenje luminiscence smo do roba nalili v banjice. Nato smo na drugo
ploscico, kjer ni potekala meritev, z enokanalno pipeto v luknjice nanesli po 250 pul vzorca,
in sicer v prvo luknjico ekstrakt okuzenih rastlin, v drugo ekstrakt slepo inokuliranih
rastlin, v tretjo ekstrakt intaktnih rastlin in v zadnjo ddH,O ali standard. V luknjice
plos¢ice namenjene meritvi smo z veckanalno pipeto odpipetirali najprej 175 pl 0,2 M
amonijevega hidroksida (NH4OH) (Merck), nato Se 25 pul 1 mM luminola (Merck), ter 25
ul vzorca. Po odpipetiranju kemikalij smo vklopili snemalnik zvoka in z veckanalno pipeto
prenesli 10 pl 0,5 mM fericianida (K3Fe(CN)e) (Sigma). V Casu 25 s smo prenesli ploscico,
nanjo postavili ¢rno plos€ico in jo postavili na prostor za vpoteg. Po preteCenih 25 s, smo
na raCunalniku pritisnili gumb »START« in priela se je meritev. Za mrejenje
luminiscence smo uporabili Citalec mikrotiterskih plos¢ic Tecan GENios s pripadajoco
programsko opremo. Predhodno smo aparaturo nastavili na 28°C.

V primerih, ko smo namesto vzorca odpipetirali standard — razlicno redéen H,O, (Merck),
smo le-tega pripravili dnevno svezega. Za slepi vzorec (SV) smo odpipetirali ddH,O.
Ostale kemikalije potrebne za merjenje luminiscence smo pripravljali tedensko sveze, in
sicer najprej NH4OH, kateremu smo pH uravnali na 9,5 s HCI, nato pa pripravili luminol in
K3Fe(CN)s v NH4,OH.
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3.2.3.1 Uporaba zalozne raztopine amonijevega hidroksida in luminola

Da bi delo Se bolj poenostavili, smo poskusili tudi s pripravo sorazmerne raztopine
amonijevega hidroksida in luminola. Namesto, da bi z veCkanalno pipeto odpipetirali 175
ul NH4OH in 25 pl luminola, smo odpipetirali po 200 pl pripravljene raztopine. Vendar se
za nadaljnjo uporabo raztopine zaradi tezav, predstavljenih pod Rezultati, nismo odlocili.

3.2.3.2 Ugotavljanje dejavnikov, ki vplivajo na rezultat meritve

Najve¢ raziskovalnega dela je bilo vlozenega v odkrivanje dejavnikov, ki vplivajo na
rezultat meritve. Najprej smo izloCili moznosti vecjih napak zaradi naSega dela, nato pa
poskusali izvesti meritve standarda pod ¢imbolj konstantnimi pogoji ter spreminjanjem le
posameznih dejavnikov. Tako dobljene podatke smo nato primerjali glede na meritev
¢asovno (dopoldne/popolne), glede na starost kemikalij oz. na spreminjajoci se dejavnik. Z
ugotovitvijo vpliva nekega dejavnika, smo poskusali ugotoviti najbolj ugodno stanje le-
tega za nase meritve in ugotovitev privzeli za vse nadalje meritve.

3.2.4 IzKkoristek

Dolocanje izkoristka vodikovega peroksida smo izvedli na enak nacin kot v primeru
vzorca, le da smo namesto vzorca uporabili znano koncetracijo vodikovega peroksida.
Vodikov peroksid smo pripravili v vodi. Nadaljnje spiranje kolone in uravnavanje pH-ja je
potekalo na enak nacin kot pri vzorcu. Na kolono smo nanesli 1 ml 100 uM H,O, in
eluirali z 3,5 ml 5 % TCA, tako da je kon¢na preracunana koncentracija v eluatu znasala
28,6 uM H,0,.

3.2.5 Cis¢enje mikrotiterskih plo§¢ic

Po opravljeni meritvi smo s pipeto pobrali merjeno reakcijsko meSanico iz posameznih
luknjic. Po uporabi zadnje luknjice smo mikrotiterske plos¢e shranili in Cistili po
naslednjem postopku:

e prvo ¢iscenje s 70 % etanolom;

¢ nadaljnje ¢is€enje z vodo iz vodovodne napeljave;

e ciSCenje in spiranje z ddH,O ter

¢ susenje ploscic in dodatek oznake dneva ¢iS¢enja na zadnjo stran ploscice.
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Tako cis¢ene plos¢ice smo uporabili v fazi vpeljave metode, celoten rastlinski material pa
je bil testiran na novih, predhodno neuporabljenih plos¢icah.

3.3 AKTIVACIJA IN REGENERACIJA DEAE SEPHADEX A-25

3.3.1 Aktivacija DEAE Sephadex A-25

Gel smo namocili v ddH,0, kateri smo pH uravnali s 5 % TCA na 2-3. Namocen gel smo
pred uporabo postavili vsaj za 24 h v hladilnik na 4°C.

3.3.2 Regeneracija DEAE Sephadex A-25

Gel smo po uporabi sprali vsaj z dvojnim volumnom ddH,O in shranili v steklenici pri 4°C.
Pred regeneracijo smo izmerili volumen gela, nato gel prelili z dvojnim volumnom ddH,O,
pocakali, da se je gel posedel, odlili ddH,O in ga nato prelili z enojnim volumnom 5 N
CH;COOH v 80% metanolu (Lepan Nari¢, 1997). Po posedanju gela smo le tega ponovno
premesali in prenucirali, sprali z enojnim volumnom ddH,O in nato raztopili v raztopini
vode in TCA, tako da je pH vrednost znasala med 1 in 3.

34 OBDELAVA REZULTATOV MERITEV LUMINISCENCE

Dobljene rezultate meritev smo obdelali na razlicne nacine. Vsi nacini obdelave rezultatov
meritev so predstavljeni v poglavju Rezultati.

Obdelava podatkov temelji na dejstvih, da Ccitalec Tecan GENios meri vzorce na
mikrotiterski ploScici zaporedno, da intervali med prvo in nadaljno meritvijo istega vzorca
niso enaki, ter da luminiscenca upada v odvisnosti od vzorca. Vse te podatke smo uporabili
pri obdelavi rezultatov meritve, naCin obdelave podatkov pa je natan¢neje prikazan v
prilogi.

3.4.1 Izracun luminiscence v ¢asu 0 s

Upad luminiscence je odvisen od koncentracije vodikovega peroksida, prisotnosti dusilcev
v vzorcu in samega Casa pricetka meritve. Tecan GENios aparatura meri vzorce zaporedno,
zato nastane Casovna razlika med meritvami vzorcev. Zaradi razli¢nega casovnega



25

Sustar§i¢ M. Uvedba luminiscenéne metode za merjenje vodikovega peroksida v zdravih in okuZenih listih
krompirja (Solanum tuberosum L.)
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Biologijo, 2008

intervala med pricetkom reakcije in mertivijo vzorcev prihaja do razlik v upadih
luminiscenc vzorcev. Da bi iznic¢ili omenjeno slabost, smo rezultate meritev matemati¢no
preracunali na Cas 0 s po spodaj opisanem postopku.

Rezultate meritev smo vnesli v Excel in k njim pripisali ustrezne casovne vrednosti
dobljene iz izpisa Tecana GENios. Tako dobljene ¢asovne toCke z meritvami smo nato
prenesli v program Sigma, kjer smo narisali krivuljo danih tock na Y = Y +Ae™ in tako
pridobili vrednosti Yy, A, b. Y predstavlja luminiscenco v danem c¢asu, Yy aspimptoto, h
kateri se zaradi upada priblizuje luminiscenca, A predstavlja konstanto, b faktor upada
luminiscence in x ¢as. Te vrednosti smo nato prenesli v Excel in izracunali luminiscenco v
Casu 0 s (Slika 6) ali v ¢asu meritve prvega vzorca.

Time poin|

| oA Tuesday, December 12, 2006: 11:02:45/0s/28.1°C
l Tuesday, December 12, 2006: 11:03:17 /32 5/27.9°C
1N / Tuesday, December 12, 2006 11:03:49 / 65 5/ 27.8°C
: Tuesday, December 12, 2006: 11:04:23 / 99 5/28.4°C 4 Luminiscenca

Tuesday, December 12, 2006: 11:04:57 /133 s/ 28.8°C v ¢asu O0s

B2 | Tuesday, December 12, 2006 11:05:29/ 165 s/ 28.9°C

| 21 ~
| | S~ Excel

T T T 1 Tk

B
e

Yo, A, b

1 Izpis podatkov

Slika 6: Prikaz ekstrapolacije oz. izracuna luminiscence na cas 0 s v 4-ih korakih.

3.4.2 Izracun plosc¢in

V dolocenih primerih je smotrneje uporabiti namesto samega rezultata meritve — vrednosti
luminiscence, plos¢ino med krivuljo upada luminiscence in asimptoto.

Postopek obdelave podatkov za izracun plos¢ine je enak do cCetrtega koraka. Nato pa
namesto, da bi podatke Yo, A, b vstavili v enacbo in za x izbrali 0 s podatke vnesemo v
naslednjo enacbo z mejami od 0 do oo:
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[ (e Jax = Axe ™ 4 (1)

- +
bx LN(e) bxLN(e)

Tako pridobimo plos¢ino, katero nato poljubno primerjamo s plos¢ino druge krivulje z

upostevanjem pomanjkljivosti.

3.4.3 Izracun umeritvene krivulje in dolo¢itev koncentracije HO; v vzorcu

Ker luminiscenca ne narasca linearno, ampak eksponentno, je potrebno eksponentno

funkcijo logaritemsko transformirati, da pridobimo linearen odnos. To smo naredili v
sledecih korakih (Slika 7) :

1.

Od povprec¢ne vrednosti luminiscence standarda izraCunane na ¢as 0 s smo odsteli
povpreceno luminiscenco slepega vzoreca Povprecen slepi vzorec smo izracunali
tako, da smo izracunali luminiscenco le-tega v Casu 0 s, nato pa izraCunali
povprecje.

Nato smo na ordinato grafa nanesli desetiski logaritem povprecne razlike vrednosti
luminiscence standarda, na abciso pa desetiski logaritem koncentracije vodikovega
peroksida.

Skozi tocke smo izracunali najoptimalnejSo premico in dolo¢ili & in # premice
y =kx + n.

Od posamezne izmerjene in na ¢as 0 s preraCunane vrednosti vzorca smo odsteli
povprecen slepi vzorec in logaritemski vrednosti na premici poiskali x, kateremu je
ustrezala logaritemska vrednost koncentracije vodikovega peroksida v rastlini,
vrednost X smo nato antilogaritmirali in priS§li do koncentracije vodikovega
peroksida v rastlini.
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1 Izpis podatkov

2 Prera¢unamo vrednosti luminiscence na
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{18 |
| 148 / ¢ 1
<1 132 |
| 1or |
2 | S
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Fe |
[ 153 |
|

lzracun povprecja 3 Izracun povprecja 3
meritev standarda meritev vode

\//
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standarda in vode

5 Excel

Y0. a

Koncentracija
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Slika 7: Shematski prikaz nacina izra¢una koncentracije H,O, v rastlinskem materialu.

3.4.4 Izracun koli¢ine vodikovega peroksida na gram rastlinskega materiala

Primer izracuna koli¢ine H,O, v vzorcu:

C (izmerjena koli¢ina H202) = C(eluata) =521 ”M

V(eluata) = 3:»5 ml

V(naneéenega supernatanta)
V(5% TCA za ekstrakcijo) =
M (rastlinskega materiala) —

Mt:0,) = 34 g/mol

n(HzOz)/ (materiala) = ?

=1ml
4 ml
05¢g
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m

c-n_M_m
VvV V. MV

M(:02 etuate) = Coetuatny X Mt202) X Vieluatw) = 5,21 x 107 M x 34i1 x3,5x1071=620x10"g
mo

Ker pa smo na kolono nanesli 1 ml supernatanta od 4 ml, je potrebno rezultat pomnoziti s 4, da dobimo
maso H20:2 v 0,5 g rastlinskega materiala.
1
IMN(H202 v eluatu) = 1T(H202 nanesenega na kolono) = Z IM(celokupnega H202 v 0,5g materiala)
M(celokupnega H202 v 0,5g materiala) = 2480 x 107 g
me0) = 4969 ng =~ 4,97 ug/g materiala

n:00) =145,9 nmol/g materiala
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4 REZULTATI

4.1 VPLIV NAJPOMEMBNEJSIH DEJAVNIKOV NA REZULTAT MERITVE

Ugotovili smo, da Stevilni dejavniki vplivajo na kon¢ni rezultat meritve. Nekateri glavni
dejavniki in odnosi med njimi so predstavljeni na sliki 8.

]

bk & 4 v

Temperatura REAKCIJA ‘

|

Vzorec Askorbat

—

Centrifugiranje

__

Cas od priprave reakcijske

mesanice do pricetka meritve

Slika 8: Pregled najpomembne;jsih vplivov razli¢nih dejavnikov na rezultat meritve in odnosi med njimi.
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Temperatura vpliva na koncni rezultat meritve preko hitrosti reakcije, pH vrednosti in
obstojnosti H>0,. V naSem primeru pa temperatura vpliva tudi na aparaturo za merjenje
luminiscence in preko le-te na cas pricetka meritve ter s tem seveda na rezultat meritve. Na
luminiscenco vplivajo tudi razlicne snovi prisotne v vzorcu npr. H,0, askorbat,
antioksidanti in obarvani produkti. Na koncentracijo omenjenih spojin pa preko redcenja
vplivata volumen ekstrakta in eluata. Povsem loCen vpliv ima centrifugiranje. Na sam
rezultat luminiscence vzorca preko kemikalij najverjetneje vpliva tudi voda, v kateri so
kemikalije pripravljene, saj se, kot smo pokazali, luminiscenca slepega vzorca spreminja.
Svetloba vpliva na razpad H,O, in na kemikalije ter tako na luminiscenco. Aparatura
vpliva na rezultat preko stresanja in casa pricetka meritve prvega vzorca, ki je v naSem
primeru odvisen od femperaturne nastavitve aparature. Cas pricetka meritve prve luknjice
je odvisen tudi od nasega dela. Kemikalijam pH s ¢asom upada, kar vpliva na rezultat
meritve.

4.2  OPTIMIZACIJA POSTOPKA EKSTRAKCIJE

4.2.1 Centrifugiranje

Preizkusili smo dve opciji centrifugiranja: prva 10 min pri 12.000 g in druga 20 min pri
1.400 g. Temperatura centrifugiranja je bila v obeh primerih 4°C. Celoten postopek
ekstrakcije in nadaljnje obdelave je bil identi¢en v obeh primerih. Ugotovili smo, da je
luminiscenca v primeru krajSega Casa centrifugiranja pri vi§jih obratih priblizno 46 %
vi$ja, zato smo vse nadaljnje centrifugiranje opravili pri visjih obratih in Se podaljsali ¢as z
10 min na 30 min.

4.2.2 Volumen eluacije

Na kolono napolnjeno z 1g DEAE in ekvilibrirano s 15 ml 5 % TCA smo nanesli 2 ml 1
mM H»O, pripravljenega v ddH,O. Po nanosu smo kolono sprali z 10 ml 5 % TCA, eluat
pa lovili v dve frakciji. Prva frakcija je predstavljala prvih 7 ml eluata, druga pa nadaljnjih
5 ml. Ugotovili smo, da se je ve¢ina H,O, sprala Ze v prvih 7 ml, zato smo za izpiranje v
nadaljnjih ekstrakcijah uporabljali 7 ml 5 % TCA.
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4.3 LUMINISCENCA

4.3.1 Luminiscenca kemikalij z in brez K;Fe(CN)s

V zacetnih fazah raziskovanja smo pokazali tudi, da je fericianid odgovoren za nastanek
luminiscence, H,O, pa deluje kot ojacevalec le-te. Kadar k reakcijski meSanici nismo
dodali fericianida, nismo opazili nobene luminiscence. Luminiscenca pa je bila opaZena,
tudi ¢e v reakcijsko mesanico nismo dodali H,O,.

4.3.2 Primerjava luminiscence ocetne Kisline in 5§ % TCA

Vec podatkov v literaturi kaze na pomen pH pri merjenju luminiscence. Pokazali smo, da
je pH pomemben dejavnik, vendar ne nujno najpomembnejsi. Preglednica 1 prikazuje
luminiscenco ocetne kisline (CH;COOH) s pH vrednostjo 2 in luminiscenco 5 % TCA s
pH 1. Kljub vi§jemu pH-ju ima 5 N CH3COOH vec kot 3,5-krat niZjo luminiscenco, kar je
v nasprotju z dejstvom, da luminiscenca nara$¢a z visanjem pH vrednosti. V nasem
primeru primerjamo luminisenci kislin razli¢nih koncentracij, kar bi morda utegnil biti
razlog za razliko v jakosti luminiscence med kislinama. Pokazali smo tudi, da ima
luminiscenca dodane ddH,O (pH~6) v reakcijsko mesanico 3 do 4 -krat vi§jo luminiscenco
od 5 % TCA (pH 1). S tem smo potrdili naras§€anje luminiscence z viSanjem pH.

Preglednica 1: Primerjava srednje vrednosti luminiscence (v RLU) ocetne in triklorocetne Kkisline.
Luminiscenca je prikazana kot sedtevek tirih ciklov. '(N=4) + S.E., *(N=5)+S.E.

Kemikalija pH Luminiscenca (RLU)
5%TCA'" 1 48,0 + 3,5
5 N CH;COOH? 1-2 12,0 = 1,05

4.3.3 Vpliv redCenja rastlinskega materiala

vV v

obarvanih produktov ali zgolj za redCitev. Tako smo pripravili ekstrakt, ki smo ga nadalje
10- in 100-krat red¢ili. Redcitev in dodajanje H,O, je bilo izvedeno na nacin, da je kon¢na
koncentracija H,O, v obeh primerih znasala 10 uM .
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Vzorec redCen 100 x je imel 4-krat vi§jo luminiscenco od 10-krat red¢enega, kar nakazuje
na izjemen vpliv inhibitornih substanc na luminiscenco, saj se kljub 10-kratnem red¢enju

inhibitornih substanc luminiscenca poveca le za 4-krat.

4.3.4 Uporaba zaloZne raztopine amonijevega hidroksida in luminola

Da, bi si delo poenostavili smo pripravili sorazmerno raztopino NH4OH in luminola. Prva
puscica prikazuje prvo uporabo raztopine, druga puscica pa meritev, ko smo pripravljeno

raztopino zavrgli in odpipetriali najprej amonijev hidroksid, nato pa luminol. Razlog upada
luminiscence eneke koncentracije vodikovega peroksida je verjetno v raztapljanju CO,. Za
nadaljno uporabo sorazmerne raztopine se nismo odlocili zaradi omenjenih tezav.
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Slika 9: Vpliv ¢asa na upad luminiscence 10 uM H,0, izrazenega v RLU od priprave zaloZne raztopine
luminola in amonijevega hidroksida (prva puscica). Druga puscica prikazuje vrednost luminiscence sveze

odpipetiranih kemikalij. Prikazano kot seStevek 4-ih ciklov.

4.4 UPAD LUMINISCENCE

4.4.1 Standard
Znano je, da luminiscenca hitro upada v casu. Pokazali smo, da je upad odvisen od
Stevilnih dejavnikov. Slika 10 prikazuje eksponencialni upad luminiscence 1 mM H,0, od

dodatka katalizatorja (fericianida) in pricetka reakcije.
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Slika 10: Luminiscenca 1 mM H,0O, standarda v odvisnosti od ¢asa pric¢etka reakcije do meritve po dodatku
katalizatorja (N = 3) £ S.E.

Iz slike 10 je razvidno, da je Cas pricetka meritve po dodatku katalizatorja klju¢nega
pomena. V zacetni fazi vpeljave metode nas je zanimalo, ali je upad razlicnih koncentracij
H,0O; enak ali razlicen. Zato smo pripravili Stiri koncentracije H,O, od 25 do 150 uM in jih
dodali v reakcijsko meSanico. Opravili smo po dve meritvi istih vzorcev, pri cemer je bila
prva meritev opravljena takoj po odpipetiranju fericianida, druga meritev istih vzorcev pa
po 16,3 min po opravljeni prvi meritvi. Iz preglednice 2 je razvidno, da luminiscenca visjih
koncentracij H,O; upada hitreje od nizjih. Zanimivo je, da je luminiscenca 150 uM po 16,3
minutah celo niZja od luminiscence 25 uM, Ceprav je bila pri prvi meritvi skoraj dvakrat
visja.

Preglednica 2: Upad luminiscence standarda razli¢nih koncentracij HO,. Merjeno v dveh razli¢nih ¢asovnih
tockah. Prva meritev opravljena po dodatku fericianida in druga meritev po 16,3 minutah po koncu prve.

Koncentracija H,O, (uM)

Slepi vzorec

25 50 100 150
1. meritev (RLU) 193 871 1291 2385 2063
2. meritev (RLU) 72 318 244 233 102

4.4.2 Rastlinski material

Preverili smo tudi, ¢e obstaja razlika v upadu luminiscence med rastlinskim materialom in
standardom. Iz slike 11 je razvidno, da luminiscenca rastlinskega materiala upada hitreje
od luminiscence standarda. Pri standardu opazimo, da ima najve¢ji upad najvi§ja
koncentracija, najmanj$i pa najnizja. Rezultat je prikazan kot razmerje meritve zadnjega
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cikla v primerjavi s prvim izrazeno v procentih. Zanimivo je nihanje luminiscence ddH,O
(slepi vzorec na sliki 11), ki obi¢ajno sledi luminiscenci standarda, saj je le-ta pripravljen v

vodi.
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Slika 11: Pregled luminiscence zadnjega (Sestega) cikla, izrazenega kot odstotek prvega cikla izmerjenih
vrednosti luminiscence kontrolnih rastlin (K), slepo inokuliranih (S) in z virusom PVY okuzenih rastlin (Y),
ter slepega vzorca (SV) in standarda razli¢ne koncentracije (N =3) £ S.E, * (N=2) + S.E.

4.4.3 Vpliv CiS¢enja rastlinskega materiala na luminiscenco

Zaradi razli¢nega upada luminiscence vi§jih in nizjih koncentracij standarda smo se
odlo¢ili, da preverimo, ¢e tudi postopek CiScenja rastlinskega materiala vpliva na upad
luminiscence. Slika 12 prikazuje luminiscenco ekstrakta z dodanim H,O,. V prvem
primeru je bil ekstraktu s H,O, dodan encim askorbat oksidaza. V drugem primeru je bil
ekstrakt z dodanim H,O, ¢iS¢en z DEAE, nato smo eluat nevtralizirali in mu dodali encim
askorbat oksidazo. V tretjem primeru je bil ekstrakt z dodanim H,O, dvakrat ¢iS¢en z
DEAE. Rezultati kazejo, da najhitreje upada luminiscenca eluatu z dodanim encimom
askorbat oksidazo.
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Slika 12 : Pregled upada luminiscence razli¢no Cistega rastlinskega vzorca.

4.5 UPORABA VECKANALNE PIPETE

Zaradi izredne obcutljivosti metode smo poskusali vpeljati metodo s ¢im boljso
ponovljivostjo. Tako smo ugotovili, da je v primeru, ko uporabimo veckanalno pipeto za
prenos vseh kemikalij na plos¢ico, kjer poteka meritev Stirih vzorcev standarda, standardna
napaka med 4 in 5 %. Kadar pipetiranje vseh kemikalij razen fericainida izvedemo z
enokanalno pipeto, pa je standardna napaka okoli 14 %. Ce odpipetiramo le NH,OH in
K3Fe(CN)¢ z veckanalno pipeto, vzorec in luminol pa z enokanalno pipeto znaSa
standardna napaka okoli 6- 7 % srednje vrednosti.
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4.6 DODATEK ENCIMA ASKORBAT OKSIDAZE EKSTRAKTU

4.6.1 Obstojnost encimske raztopine

V zaletni fazi uvedbe metode smo za inaktivacijo askorbata, prisotnega v rastlinskem
materialu, uporabili encim askorbat oksidazo. Pred pricetkom testiranja rastlinskega
materiala smo ponovno aktivirali svez encim in izvedli primerjavo med encimom, ki smo
ga hranili v hladilniku sedem mesecev in sveze pripravljenim encimom. Opravili smo dve
meritvi, pri katerih je bila luminiscenca »starega« encima (aktiviran 7 mesecev pred
aktivacijo svezega) v enem primeru za skoraj 40 % niZja od novega v drugem primeru pa
za 20 % visja.

4.6.2 Vpliv pH in askorbat oksidaze na luminiscenco

Glede na zgoraj navedene podatke, ki postavijo pod vprasaj uporabo encima, smo se
odlocili, da preverimo, kakSna je razlika v luminiscenci med eluatom, kateremu pH
vrednosti ne uravnamo, eluatom kateremu pH vrednost uravnamo na 6 in eluatom z
uravnanim pH na 6 ter dodanim encimom askorbat oksidazo. Preglednica 3 prikazuje, da je
luminiscenca eluata s pH vrednostjo 1 najnizja, najvi§ja pa je luminiscenca eluata s pH 6.
Presenetljivo je, da je luminiscenca eluata inkubiranega z encimom nizja od eluata brez
encima.

Preglednica 3: Luminiscenca eluata pH 6 in | v primerjavi z eluatom rastlinskega vzorca pH 6 inkubiranim z
encimom. Luminiscenca je preracunana na ¢as prve meritve in izrazena v RLU.

Luminiscenca (RLU)
'Eluat pH = 6 + askorbat oksidaza 320,4+12,0
’Eluat pH = 6 573,5+20,8
*Eluat pH = 1 183,6

'opravljenih je bilo 5 meritev istega vzorca
“opravljene so bile 3 meritve istega vzorca
3opravljena je bila le ena meritev

Kot je razvidno iz preglednice 3, je razlika v luminiscenci med eluatom z nizjo in vi§jo pH
vrednostjo ocitna, zato smo se odlocili preveriti, ¢e se luminiscenca povisa tudi v primeru,
ko eluatu popravimo pH vrednost na 9,5. Kadar dodamo vzorec s pH 9,5 reakcijski
mesanici s pH 9,5, se pH celotne reakcijske meSanice ne spremeni, prav tako se ne bi
smela spremeniti luminiscenca, ¢e se le-ta spreminja izklju¢no na racun spremembe pH.
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Zanimivo je, da se luminiscenca spremeni, kljub temu da smo v preglednici 5 pokazali, da
pH celotne mesanice ostane enak, ¢e dodamo vzorec (ddH,0O) s pH vrednostjo 6.

Preglednica 4: Luminiscenca slepega vzorca (ddH,O) in eluata rastlinskega vzorca s popravljeno vrednostjo
pH na 6,13 in 9,5. Luminiscenca je prera¢unana na ¢as prve meritve in predstavljena kot srednja vrednost
treh meritev istega eluata s standardno napako.

Luminiscenca (RLU)
Eluat pH = 6,13 485,77+ 72,3
Eluat pH=9,5 1570,5 + 32,1
ddH, O pH=16 441,1 £69,8

4.6.3 Kemikalije in pH

Dokazali smo, da je pH eden izmed najpomembnejSih dejavnikov, ki vplivajo na
luminiscenco. Ker H,O, pripravljamo v ddH»O, smo opravili meritve pH vrednosti ddH,O
in ugotovili, da se pH spreminja od priblizno 7 do 6. Slika 13 kaze upad pH ddH,O ob
rahlem premesanju pred meritvijo.
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Slika 13: Casovni upad pH vrednosti vode.

Preglednica 5 prikazuje pH vrednosti posameznih komponent reakcijske meSanice in pH
celotne reakcijske meSanice z ali brez vzorca. Zaradi majhnih volumnov smo pH merili v
raztopinah z ve&jim volumnom. Ce dodamo reakcijski mesanici vzorec, npr. vodo s pH ~
6-7, se pH celotni reakcijski meSanici ne spremeni, ¢e pa dodamo vzorec s pH = 1, pa se
pH celotne reakcijske meSanice zmanjsa z 9,47 na 9,32.
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Preglednica 5: pH vrednosti posameznih kemikalij in reakcijske meSanice merjene v sorazmerni raztopini
posameznih kemikalij reakcijske meSanice.

Kemikalija pH Temperatura(°C)
NH,OH 9,48 24,8
luminol 9,49 23,7
K3Fe(CN), 9,51 23,4
'NH,OH + luminol + K;sFe(CN), 9,47 24,2
*NH,4OH + luminol + KsFe(CN)g+ 5 %TCA 9,32 24,4
’NH,OH + luminol + K;Fe(CN)s + H,O 9,47 24,6
30% H,0, 3,13 23,0
10mM H,0, 6,53 23,0

"'V(NH,OH) = 3,5ml ; V(luminola) = 0,5ml V(K;Fe(CN)s) = 0,2ml
2 V(NH4OH) = 3,5ml ; V(luminola) = 0,5ml V(K;Fe(CN)s) = 0,2ml ; V(TCA) = 0,5ml
3 V(NH,OH) = 3,5ml ; V(luminola) = 0,5ml V(K5Fe(CN)s) = 0,2ml ; V(H,0) = 0,5ml

Pokazali smo, da se pH ddH,O spreminja ob rahlem premesanju mesanice (Slika 13), za
kar je najverjetnejSi razlog v raztapljanju CO,. Preverili smo tudi, ali se s ¢asom
shranjevanja spreminja pH NH4OH, ki ob pripravi znasa 10,85, in ugotovili, da po mesecu
dni od priprave upade na 9,22. To se odraza tudi v jakosti luminiscence, saj je ob uporabi
sveze pripravljenega NH4OH celo za ve¢ kot 5-krat vi§ja od luminiscence ob uporabi
»starega« NH4OH. NH4OH z neuravnanim pH-jem smo uporabljali v zacetnih fazah
uvedbe metode, v nadaljnjih pa smo pH NH4OH uravnali s HCl na 9,5.

4.6.4 Primerjava umeritvene Krivulje standarda v NH4OH in vodi

Opazili smo, da je luminiscenca visjih koncentracij H,O, pripravljenih v bolj bazi¢nem
topilu (v 0,2 M NH4OH s popravljenim pH-jem na 9,5) vi§ja od tiste kjer je H,O,
pripravljen v vodi (pH = 6,8). Nizje koncentracije H,O, so bile v bazicnem nizje od tistih v
nevtralnem.

4.7 UPORABA RAZLICNIH METOD CISCENJA EKSTRAKTA

Vpliv razli¢nih metod ¢iS¢enja rastlinskega materiala prikazuje preglednica 6. Razlika med
samim ekstraktom in ekstraktom ¢is¢enim s PVPP je komaj opazna. Ce ekstrakt &istimo z
DEAE, opazimo porast luminiscence, ki je vi§ji v primeru, ko predhodno uporabimo Se
PVPP. Najvi§jo luminiscenco dosezemo, ¢e po ¢is¢enju z DEAE eluat nevtraliziramo in
inkubiramo z askorbat oksidazo brez predhodne uporabe PVPP. Luminiscenca je rahlo
nizja ob uporabi PVPP, kar naj bi bilo pogojeno z odstranitvijo fenolnih snovi, ki lahko ob
odsotnosti askorbata, v primeru, ko PVPP ne uporabimo, povzrocijo nastanek H,O; (cit. in
Veljovic-Jovanovic in sod., 2002). Rezultati so bili pridobljeni pred ugotovitvijo, da gre
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najverjetneje porast luminiscence od eluata do nevtraliziranega eluata inkubiranega z
askorbat oksidazo na racun spremembe pH vrednosti.

Preglednica 6: Luminiscenca izrazena v RLU razlicno ciSCenega rastlinskega vzorca (N=3) + S.E.
Luminiscenca je prikazana kot sestevek 4 ciklov.

-PVPP +PVPP
Ekstrakt 12,76 £ 1,76 14,00 + 1,53
Ekstrakt + H,O, 55,67 £ 0,67 68,33 + 8,95
Ekstrakt + H,O,+ DEAE 170,00 £ 5,69 286,67 + 39,96
Ekstrakt + H,O, + DEAE + askorbat oksidaza 470,33 + 32,54 440,00 + 75,29

4.8  OPTIMIZACIJA MERJENJA LUMINISCENCE

4.8.1 Vpliv stresanja in volumen fericianida

Podatki kazejo, da je upad luminiscence med drugim odvisen tudi od koncentracij
reaktantov, stresanja in Casa po dodatku katalizatorja (fericianida) in pricetkom merjenja.
Tako je mozno s spreminjanjem omenjenih parametrov spreminjati samo luminiscenco.
Omenjeni podatki se nanaSajo na meritev standarda.

Ugotovili smo, da je tudi stresanje pomemben dejavnik, ki vpliva na luminisceno. Podatki
kaZejo, da je najoptimalnejSi ¢as avtomatskega stresanja 4 s. To je Cas, pri katerem vse
meritve standarda od prvega cikla nadalje upadajo. Pri nepremeSani meSanici smo pri
standardu opazili tri moZne variante; naras€anje luminiscence s ¢asom, nara$€anje v
zacetnih Casih nato upadanje in relativno konstantno luminiscenco v ¢asu. Pri rastlinskih
vzorcih pa smo tudi pri nestresanih vzorckih opazili le upad luminiscence po ciklih.

Ugotovili smo, da se luminiscenca linearno povecuje z vecanjem volumna 0,5 mM
fericianida (Slika 14).



40

Sustar§i¢ M. Uvedba luminiscenéne metode za merjenje vodikovega peroksida v zdravih in okuZenih listih
krompirja (Solanum tuberosum L.)
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Biologijo, 2008

10000

8000 A s -
~
b
7~
6000 ~
~

3 %
= -~

4000 - - -

P o4
v
~
2000 ~
> 4
~
0 A ; ; ; ; - -
0 2 4 6 8 10 12 14 16
K,Fe(CN), (ul)

Slika 14: Luminiscenca (RLU) v odvisnosti od volumna K;Fe(CN)g.

4.8.2 Dolocitev najoptimalnejsih nastavitev aparature

A) Temperatura (T) meritve

Najboljsi kompromis je T dvignjena nad T ambienta, tako aparatura Tecan GENios, ki ima
moznost le ogrevanja, ne pa tudi aktivnega hlajenja, dogreva komoro. Drugi razlog je Cas
do pricetka meritve, ki je, kot smo dokazali, pri T 28°C krajsi kot pri T ambienta. Merili
smo pri T 28°C.

B) Stevilo merjenih vzorcev ene meritve

Mikrotiterska plo§¢ica omogoca hkratno analizo 96 vzorcev in, ker smo pokazali, da zaradi
hitrega upada luminiscence rastlinskega materiala hkratna analiza vecjega Stevila vzorcev
ni smiselna, je potrebno omejiti Stevilo analiziranih vzorcev. Ugotovili smo, da je
najoptimalneje meriti 4 vzorce v poljubnem S$tevilu ciklov. Pri merjenju rastlinskega
materiala so bili vzorci razporejeni vedno po enakem vrstnem redu: 1. luknjica vzorec
okuzenih rastlin (Y), 2. luknjica vzorec slepo inokuliranih rastlin (S), 3. luknjica vzorec
intaktnih rastlin (K), 4. luknjica slepi vzorec (SV) ali standard.

4.8.3 Dolocitev ¢asa merjenja

Pri merjenju luminiscence je eden izmed najpomembnejSih dejavnikov tudi dejanski cas
pri¢etka meritve. Ce Zelimo med seboj primerjati prvo in zadnjo luknjico v eni meritvi, je
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potrebno upostevati ¢as oz. razliko v ¢asu med meritvijo prve in zadnje luknjice. Ta Cas pa
je odvisen od dolzine same meritve ene luknjice ter ¢asa premika senzorja.

Cikel imenovan tudi kineti¢ni interval je ¢asovni interval v katerem se senzor premakne in
opravi meritev iz prve luknjice preko vseh merjenih luknjic nazaj na prvo luknjico.
Casovne tocke ('Time points') so tocke v katerih se je pricel cikel. Prvi cikel se vedno
pri¢ne v Casu 0 s, naslednji cikel pa je odvisen od Stevila vzorcev merenih in ¢asu meritve.

Zaradi neobstoja funkcije izpisa dejanskega pri¢etka meritve posameznega vzorca in zaradi
razli¢nih dolzin kineticnega intervala meritve enakega Stevila luknjic, pri ¢emer lahko cikel
zaniha od 29 do 46 s (preglednica 7 in preglednica 8), smo predpostavili dva modela
premika senzorja. Matemati¢ni model slabse razlozi Stevilne Casovne intervale, zato bo
nadalje predstavljen le eksperimentalno dolocen model premika senzorja.

Preglednica 7: Prikaz dolzine cikla (kineti¢ni interval) v sekundah pri merjenju razlicnega Stevila luknjic.

Stevilo luknjic

1 4 6 8 12
Kineti¢ni interval od - do (s) 23% 29 - 46 30 - 41 59%* 59%*
Casovni interval meritve luknjice 3 3 2-3 3 3
Kin. interval — meritev vseh luknjic 20 17-34 18-23 35 23

* opravljena je bila ena meritev

Preglednica 8 : Pregled nihanja casovnih tock ('Time points') 4 vzorcev merjenih v 6-ih ciklih.

Zaporedna §t. cikla Cas pricetka meritve (s)
1. cikel 0
2. cikel 32-36
3. cikel 65-72
4. cikel 97-108
5. cikel 132-144
6. cikel 162-180

4.8.3.1 Eksperimentalno doloc¢en model premika senzorja

Eksperimentalno smo dolocili pricetek meritve prve luknjice oz. prvega vzorca in nadaljnje
premike senzorja s pomocjo posnetega zvoka in programa za analizo le-tega.

Pokazali smo, da je Cas pricetka meritve prvega vzorca odvisen od nastavitev aparature
(temperature), da znasa ¢as premika senzorja od ene luknjice k drugi priblizno 0,46 s in da
je najpogostejsi Cas pricetka meritve prvega vzorca okoli 60 s po dodatku katalizatorja
Pokazali smo tudi, da je prva meritev v vsakem ciklu za okoli 200 ms daljSa od nadaljnjih
meritev in da je izjemno variabilen cas premora pred prvim ciklom, ki zaniha od nekaj
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sekund do celo 1,5 min (PRILOGA A). Zacetni Casi do vklju¢no cCasa stresanja so
informativno prikazani v preglednici 9.

Preglednica 9 : Pregled povpre¢nih ¢asovnih intervalov do stresanja treh meritev (N=3) £+ S.E.

Opis Casovni interval (s)
Cas od klika gumba »START« do vpotega ploséica 2,65+ 0,09
Cas vpotega ploscice 2,85+ 0,01
Cas premora po vpotegu ploicice 0,33 £0,01
Cas premika senzorja po vpotegu ploi&ice 1,60 + 0,04
Cas stresanja ploséice 3,97 £0,02

4.9 PREGLED IN IZBIRA METODE OBDELAVE PODATKOV

Podatke je mozno izracunati in interpretirati na ve¢ razli¢nih nacinov, vsak izmed njih ima
svoje prednosti in slabosti. Pri primerjavi podatkov moramo zagotoviti primerljivost tako v
okviru ene meritve, ¢e merimo ve¢ vzorcev, kot med dvema razli¢nima meritvama. Zaradi
specifike naSe aparature in drugih dejavnikov je v naSem primeru primernih le nekaj
metod.

Metoda primerjave prve meritve prvega cikla vzorca s prvo meritvijo prvega cikla
standarda omogoci hitro analizo, vendar ne omogoci dobre primerljivosti vecjega Stevila
vzorcev znotraj ene meritve kakor tudi ne primerljivosti med meritvami. Podobno tudi
metodi primerjave vsote vseh ciklov vzorca z vsoto vseh ciklov standarda in metoda
primerjave ploscine ne omogocCata dobre primerljivosti zaradi casovnih razlik, ki jih
povzroéi ¢lovek ali aparatura. Sele metoda izracuna luminiscence na c¢as meritve prvega
vzorca, s katero preraCunamo luminiscenco poljubnega vzorca znotraj meritve na cas
meritve prvega vzorca omogoCi primerjavo med vzorci znotraj ene meritve. Metoda
ekstrapolacije merjenih podatkov na c¢as 0 s pa omogocCi bolj pravilno in tocnejSo
primerjavo razli¢nih vzorcev tako znotraj ene meritve kot med meritvami.

Najprimernejsi metodi obdelave podatkov sta metoda ekstrapolacije merjenih podatkov na
cas 0 s in metoda primerjave ploscin. Metoda ekstrapolacije merjenih podatkov na cas 0 s
uposteva bistveno lastnost, razliko v upadu med luminiscenco rastlinskega materiala in
standardom oz. slepim vzorcem (SV) in je edina metoda, ki omogoc¢a dolocitev H,O, v
rastlinskem materialu. Metoda primerjave ploscin pa je v naSem primeru primerna le za
primerjavo rastlinskega materiala, ki ima relativno podoben upad. Metoda temelji na
izradunu plod¢ine pod krivuljo Y= Ae™ in primerjavo ploiéine slepo inokuliranih (S) in
okuzenih rastlin (Y) s plos¢ino kontrolnih rastlin (K). Vrednost Yo v vseh primerih
zanemarimo, ker predstavlja bolj ali manj podobno vrednost priblizevanja luminiscence.
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Vsaka izmed metod je natancneje in na primeru izraCuna predstavljena v prilogi
(PRILOGA B). Preglednica 10 predstavlja povzetek vseh metod, ko za izracun uporabimo
iste podatke.

Preglednica 10: Povzetek rezultatov razli¢ne obdelave istih podatkov (N=3) = S.E. Metoda primerjave prve
meritve prvega cikla vzorca s prvo meritvijo prvega cikla standarda (1. metoda), metoda primerjava vsote
vseh ciklov vzorca z vsoto vseh ciklov standarda (2. metoda), metoda primerjave plos¢ine vzorca s plos¢ino
standarda (3. metoda), in metoda ekstrapolacije merjenih podatkov na ¢as 0 s (4. metoda).

1. metoda 2. metoda 3 .metoda 4. metoda
Aver. (_VZoree ) 0,753 0,517 0,358 1,135
standard
S.E 0,179 0,125 0,120 0,205

%(S.E/ povpregie) 23,8 24,08 33,47 18,7
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4.10 POVZETEK RAZMER ZA MERJENJE LUMINISCENCE H,0, V
RASTLINSKEM MATERIALU

Ekstrakcijo smo izvedli v 4 ml 5 % TCA kot je opisano v poglavju Metode in materiali.
Vse kemikalije so bile odpipetirane vedno v enakem vrstnem redu in z uporabo veckanalne
pipete. Najprej smo pripravili aparaturo za merjenje luminiscence, nato pa smo Vv
mikrotitersko plos¢ico odpipetirali: 175 pl 0,2 M NH4OH, 25 pl 1 mM luminol, 25 pl
analiziranega vzorca in 10 pl 0,5 mM fericianida. Pred pricetkom reakcije s fericianidom
smo vkljucili snemalnik zvoka. Cas 0 s (Slika 15) predstavlja pricetek reakcije in
predstavlja Cas, na katerega smo preracunali vrednost luminiscence. V ¢asu 25 s smo
prenesli mikrotitersko plos¢ico do aparature in po preteku 25 s s klikom na gumb
»START« priceli z meritvijo. Dejanska meritev prvega vzorca je potekla po priblizno 60 s
od pricetka reakcije. Iz slike 15 je razviden tudi trojni signal — pisk, kjer prvi pisk naznanja
pretecenih 25 s.

s, 2

328 ©

T E8 &

_ Z ¥ _

Priprava Klik na gumb Meritev prvega
aparature “START” vZorca

.Cas > i
0s 25s 60s

Vklop snemalnika
zvoka

| S———
Prikaz treh piskov

Slika 15: Shematski prikaz od priprave aparature do meritve prvega vzorca.
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4.11 DOLOCITEV VODIKOVEGA PEROKSIDA V RASTLINSKEM MATERIALU

4.11.1 IzKoristek

Da bi ugotovili morebitno izgubo H>O, po nanosu na kolono, smo namesto rastlinskega
vzorca na kolono nanesli 1 ml 100 uM H,O; pripravljenega v ddH,O in eluirali z 3,5 ml 5
% TCA. Kon¢na koncentracija H,O, preracunana na 3,5 ml eluata je znasala 28,6 uM.

Pri vseh treh meritvah smo opazili, da je luminiscenca samega standarda (30 uM H,0»)
odpipetiranega direktno na mikrotitersko plos¢ico za okoli 2-krat nizja od luminiscence
eluata s koncentracijo 28,6 uM H,0,. Standard predstavlja v vodi pripravljen H,O,. Eluat
pa predstavlja standard naneSen na kolono, eluiran z 5 % TCA in nevtraliziran s K;CO:s.
Zaradi nejasnosti podatkov smo se odlo¢ili, da pripravimo razli¢éne koncentracije H,O; tudi
v 5 % TCA nevtralizirani s K,COs.

Ugotovili smo, da je luminiscenca 5 % TCA nevtralizirane s K,COs priblizno 2-krat visja
od luminiscence enakih koncentracij standarda v ddH,O. Med slepima vzorcema, kjer v
enem primeru uporabimo ddH,O, v drugem pa nevtralizirano 5 % TCA, ni bistvenih razlik
(preglednica 11). Slika 16 prikazuje obe premici umeritvene krivulje in Se jasneje pokaze
razliko v luminiscenci.

Preglednica 11: Pregled luminiscence H,O, pripravljenega v 5% TCA nevtralizirani na pH 6.46 in H,O,
pripravljenega v ddH,O. V oklepaju so odstete povprecne vrednosti luminiscence vode.

opis nevtralizirana 5% TCA ddH,0
¢as 0 s (RLU) ¢as 0's (RLU)'

5uM 576,2(419,3) 323,7(166,8)

10 pM 960,6(803,7) 380,4(223,5)
100 pM 5201,4(5044,5) 2163,5(2006,6)
1000 pM 35261,9(35105) 14438,0(14281,1)

SyHo / 156,9+26,2

syrea 131,2 /

'povpregje dveh meritev
“opravljena ena meritev
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Slika 16: Prikaz umeritvene krivulje pripravljene v vodi in v nevtralizirani 5 % TCA.

Dolocitev koncentracije H,O, in posledicno izkoristka je odvisna od priprave standarda.
Opravili smo tri meritve, pri ¢emer je bila prva meritev opravljena 8 dni pred nadaljnjima
dvema.

Ce za doloditev koncentracije H,O, uporabimo umeritveno krivuljo standarda
pripravljenega v vodi in ¢e upoStevamo vse tri meritve izkoristka, potem dolo¢imo eluatu
koncentracijo 121,7 uM H,0O, namesto preracunanih 28,6 pM, kar bi pomenilo 426%
izkoristek. V primeru umeritvene krivulje standarda v nevtralizirani 5 % TCA ob
upostevanju vseh treh meritev dolo¢imo koncentracijo 37,6 uM H,O, (131,6% izkoristek).

Kot je prikazano na sliki 17, je luminiscenca slepega vzorca (SV) upadala, zato je realneje
za izracun izkoristka uporabiti dve meritvi opravljeni v istem dnevu in ju primerjati z
umeritveno krivuljo v nevtralizirani 5 % TCA prav tako pripravljeno v istem dnevu. V tem
primeru dobimo izkoristek 107,1 % .
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4.11.2 Pregled manjSanja jakosti luminiscence slepega vzorca

Pri pregledu meritev slepega vzorca smo ugotovili, da se je luminiscenca slepemu vzorcu
(SV) tekom eksperimentalnega dela manjsala. Slika 17 prikazuje upad luminiscence SV
(pikcasta crta) iz ve¢ kot 400 RLU na manj kot 100 RLU. Da bi ugotovili mozen razlog,
smo najprej pomislili na mozen upad zaradi starosti kemikalij. Pokon¢ne rdece ¢rte na sliki
prikazujejo dan priprave kemikalij. Kot drugi verjetni razlog za upad pa smo predpostavili
spremembe v ddH,0. Toc¢nega vzroka upada luminiscence slepega vzorca nismo nasli.
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Slika 17: Pregled upada meritve luminiscence slepega vzorca od 30.11 —21.12. (N >5) = S.E, razen * (N=2).

4.11.3 H,0; v rastlinah

Postopek meritve H,O, v rastlinskem materialu je potekal kot je opisan pod 4.10.
Analizirali smo spodnje liste obcutljive sorte '[gor', ki smo jih pobrali v razlicnem casu po
inokulaciji oz. v ustrezajocih Casih v primeru intaktnih rastlih.
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Zaradi opaZenega upada slepega vzorca razvidnega iz slike 17 je rezultate meritev
rastlinskega materiala potrebno predstaviti na drugacen nacin kot le z nanosom vrednosti
na graf (Slika 18). Rezultate je bolje predstaviti na nacin, ko kontrolo (K) odstejemo od
slepo inokuliranih (S) in okuZenenih rastlin (Y). S tem se izognemo ¢asovnemu nihanju
luminiscence tekom doloc¢anja H,O, (Slika 19). RealnejSo predstavitev dogajanja v rastlini
pa dobimo iz slike 20, kjer je prikazano razmerje med ploS¢inami luminiscenc. Iz
preglednice 12 je razviden vrstni red testiranja rastlinskega materiala. Opazimo lahko, da
luminiscenca rastlinskih vzorcev v nobenem primeru ne preseze luminiscence slepega
vzorca (SV) in tako niti v enem primeru ne dolo¢imo koncentracije endogenega H,O,.
Preglednica 13 pa prikazuje na Cas 0 s izraCunane srednje vrednosti luminiscence in
koncentracije H,O,, kjer nam je dolocitev v rastlinskem materialu uspela.

Preglednica 12: Pregled izmerjenih vrednosti luminiscence (v  RLU) umeritvene krivulje, slepega vzorca
(SV) in rastlinskega materiala kontrolne skupine (K), slepo inokulirane skupine (S) in okuzene skupine (Y).
Za SV (N>8)+ S.E, *' (N=8)+S.E. ZaK, S, Y in umeritveno krivuljo s srednjo vrednostjo (N =3) + S.E,
oz.* (N=2)+S.E.

6h 1h 3h SIMPTOMI 0,5h
Aver. S.E Aver. S.E Aver. S.E Aver. S.E Aver. S.E
Sv 2882 7.4 203,5 11,3 162,0 49 90,3 3,8 114,1 8,1

5 uM 483,5 3,5% 375,7 30,7 321,0 36,7 181,7 13,3 208,0 8,0*

10 pM 678,0 103,9* 4723 22,8 4323 54,6 270,7 8,7 299,5 4,5%

100 pM 2374,0 150,0* 2650,3 263,3 2157,0 79,2 1760,7 96,9 1823,5 95,5%
1000 pM 14874,5 689,4*  13916,7 1593,2 10429,0 874,7 13383,0 14419 13151,5 1358,5*

Y (RLU) 111,6 27,7 109,3 24,2 131,3 33,2 28,0 2,0% 50,0 11,0*

S (RLU) 149,0 13,3 95,0 18,2 127,3 14,5 39,5 4,9* 54,5 7,5%

K (RLU) 311,5 83,5* 87,7 14,5 149,7 35,4 29,0 0* 46,5 21,9%

* (N=2), *'(N=8)

Preglednica 13: Pregled na ¢as 0 s izraCunanih vrednosti luminiscence (v RLU) umeritvene krivulje, slepega
vzorca (SV) in rastlinskega materiala kontrolne skupine (K), slepo inokulirane skupine (S) in okuzene
skupine (Y) s srednjo vrednostjo SV (N> 8) = S.E, in *' (N=8) = S.E,, ter (N =3) £ S.E., oz* (N=2)=S.E.
za K, S, Y in vrednosti standarda.

6h 1h 3h SIMPTOMI 0,5h
Aver. S.E Aver. S.E Aver. S.E Aver. S.E Aver. S.E
3% 431,6 209 380,3 25,3 227,8 8,9 150,9 7.8 201,7  21,8%
5 uM 707,5 23,8% 593,5 55,1 417,1 72,2 297,1 21,4 310,3 0,4*
10 pM 1051,8  246,2* 7325 472 572,9 91,4 434.4 14,7 461,0 23,1%
100 pM 3496,5 428,6* 4138,6 5283 33074 1312  3001,7 173,9  2809,6  62,9%
1000 pM  25604,7 1148,7* 27314,2 4120,1 175534 18455 25627,6 2904,1 22689,0 1628,1%
Y (RLU) 341,1 923 2453 742 262,9 48,6 95,9 28,7% 1673 83,1%
S (RLU) 479,0 71,9 2245 51,1 294,9 29,8 122,5 3,6 197,8 41,6*
K (RLU) 699,7  205,4* 22477 452 427,6 69,1 76,9 16,7 241,7 58,8%
Y (uM) / / 1,743®  0,87* / 2,02® /
S (uM) 1,613@  0,74% / 1,49°® 0,74 / / 1,56V /
K (M) 4,80°@  3,96% / 5219 1,99 / 4,117 /

* (N=2), *'(N=8), '*? stevilo paralelnih meritev, > §tevilo meritev kjer smo dolo&ili vodikov peroksid
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Slika 18: Prikaz na ¢as 0 s preracunanih vrednosti luminiscence okuzenih (Y), slepo inokuliranih (S) in
kontrolnih rastlin (K), ter slepega vzorca (SV). Za SV (N>8)+ SEinzaK,Y,S(N=2do 3)+S.E.
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Slika 19: Luminiscenca okuzenih (Y) in slepo inokuliranih (S) listov z odSteto vrednostjo luminiscence

kontrolnih listov (K) v ¢asu 0s. (N=2do 3)+S.E.
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Slika 20: Srednja vrednost razmerja plos¢in luminiscence slepo inokulirane in intaktne skupine (S/K) in
okuzene in intaktne skupine (Y/K) (N =2 do 3) = S.E.

Luminiscenca raslinskega materiala vsake ¢asovne tocke je bila merjena trikrat, razen v
primerih, ko rastlinskega materiala ni bilo dovolj : 0,5 h (Y, K, S), 6 h (K) in simptomi
(K,S,Y). V omenjenih primerih je bila meritev luminiscence ponovljena v dveh paralelkah.

Pri rastlinah kontrolne skupine (K) smo dolo¢ili variabilne koncentracije H,O,, vendar pa
koncentracije niso presegle 145,9 nmol H,O, na gram sveze listne mase. Povprecje
koncentracij H,O, vseh uspe$nih meritev kontrolne skupine tako znasa 131,9 + 83,5
nmol/g sveze mase rastinskega materiala.
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5 RAZPRAVA

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Vpliv najpomembnejsih dejavnikov na rezultat meritve

Iz sheme na sliki 8 je razvidno, da na luminiscenco vplivajo Stevilni dejavniki, zato je bila
ponovljivost predvsem pri zadetnih meritvah slaba. Stevilni dejavniki vplivajo drug na
drugega ter tako Se ojacijo koncen vpliv na luminiscenco.

5.1.2 Optimizacija postopka ekstrakcije

Ker je metoda merjenja HO; z luminiscenco izredno obcutljiva in ker rastlinski material
vsebuje snovi, ki lahko motijo meritve, smo sprva poskusali ugotoviti, kaj vse lahko vpliva
na rezultat meritve.

5.1.2.1 Volumen ekstrakcije

Volumen ekstrakcije ima pomembno vlogo pri zaznavanju in dolocanju H,0,. Z ve¢jimi
volumni razred¢imo snovi, ki dusijo luminiscenco, obenem pa zmanjSamo koncentracijo
H,0, in tako zmanjSamo luminiscenco. Postavlja se vprasanje, kaj ima vecji vpliv na samo
dolo¢anje H,0,; zmanjSanje luminiscence zaradi razred¢itve H>O, ali povecanje
luminiscence zaradi razred¢itve dusilcev. V literaturi zasledimo podatke, da lahko
dolo¢ene spojine v izredno nizkih koncentracijah povzrocijo tudi do 50 % zmanjSanje
luminiscence (Veljovic-Jovanovic in sod., 2002). Da bi odstranili ¢im ve¢ motecih snovi,
smo vzorcem pri ekstrakeiji dodali PVPP, ki veze fenolne spojine, in nadalje ekstrakt Cistili
z ionskim izmenjevalcem DEAE.

5.1.2.2 Centrifugiranje

Za ugotavljanje vpliva centrifugiranja na luminiscenco smo se odlo¢ili, ker smo v literaturi
zasledili razli¢ne hitrosti centrifugiranja. Warm in Laties (1982) sta centrifugirala 30 min
pri 12.000 g, Veljovic-Jovanovic in sod. (2002) 10 min pri 12.000 g in nato ponovno 5 min
pri 1000 g. Pérez in Rubio (2006) sta centrifugirala enkrat 15 min pri 13.000 g. Orozo-
Cardenes in Rayn (2002) pa sta opravila centrifugiranje po ekstrakciji 10 min pri 10.000 g
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in nato po nevtralizaciji supernatanta 2 min pri 3000 g. Po enakem principu so
centrifugirali tudi Rao in sodelavci (2000). Lopez-Delgado in sod. (1998) pa so
centrifugirali 20 min pri 1400 g.

Zanimivo je, da Ze samo centrifugiranje vpliva na luminiscenco. Zakaj se luminiscenca
spremeni, ni znano. Lahko da je razlog v boljSem usedanju inhibitornih spojin, ki
absorbirajo svetlobo v valovnih dolzinah luminiscence, ali v boljSem usedanju
antioksidantov oz. drugih duSilcev luminiscence. V naSem primeru se je kot ustreznejse
izkazalo centrifugiranje pri visjih obratih.

5.1.2.3 Volumen eluacije

Eluacija po nanosu vzorca na kolono ima enak uc¢inek kot volumen ekstrakcije. Obenem
redCi na$ vzorec in igra pomembno vlogo pri izpiranju vodikovega peroksida iz kolone.
Pokazali smo, da je v primeru uporabe 1g DEAE najoptimalnejSi volumen 7 ml.

5.1.3 Luminiscenca

5.1.3.1 Primerjava luminiscence ocetne kisline in 5 % TCA

Razlika med luminiscenco ocetne kisline (CH3;COOH) in luminiscenco 5 % TCA nas je
presenetila. Znano je namre¢, da je luminiscenca odvisna od pH vrednosti, vendar pa je,
kot je razvidno iz nasega primera (preglednica 1), luminiscenca v primeru 5 N CH3;COOH,
ki ima pH 2, mo¢no nizja kot v primeru 5 % TCA, ki ima pH 1. 5 % TCA ima skoraj 3,6-
krat vi§jo luminiscenco od ocetne kisline. Razlog za to bi morda lahko iskali v razli¢ni
koncentraciji kislin, saj primerjamo kislini razli¢nih koncentracij ali pa v spremenjenem
poteku reakcije, absorpciji ocetne kisline ali cem drugem.

5.1.3.2 Vpliv red¢enja rastlinskega materiala

Luminiscenca 100-krat red¢enega vzorca je obicajno 4-krat vi§ja od luminiscence 10-krat
red¢enega vzorca, kar potrdi naso hipotezo, da se z redCenjem vzorca manjSa vpliv
dusilcev. Primerjava je mozna, ker je tako v primeru 10-krat red¢enega vzorca kot 100-krat
red¢enega vzorca bila dodana tak$na koncentracija vodikovega peroksida, da je kon¢na
koncentracija v obeh primerih znasala 10 pM.
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Torej bi z desetkratnim red€enjem vzorca 10-kratno red¢ili koncentracijo H,O,, vendar bi s
tem pridobili le 4-krat vi§jo luminiscenco na racun razredCitve duSilcev in 10-kratno
znizanje zaradi razred¢itve H,O,. Odnosi red¢enja verjetno niso linearni.

Pokazali smo, da v primeru uporabe fericanida redCitev rastlinskega materiala ne
predstavlja ucinkovitejSe zaznave H,O,. Pérez in Rubio (2006) pa sta predstavila novo
poenostavljeno metodo dolocanja H,O, v rastlinskem materialu. Metoda v osnovi temelji
na zamenjavi katalizatorja fericianida s kobaltom (Co (II)), kar ojaca luminiscenco za tri
velikostne razrede. TakSna ojacitev signala omogoci razredcitev ekstrakta in s tem zaznavo
oz. doloc¢itev H,O, v ekstraktu, kjer prej zaradi vi§jih koncentracij inhibitornih substanc ni
bila mozna. V zacetnih fazah smo poskuSali zamenjati fericiaid s kobaltom, vendar
ojacanja luminiscence nismo zasledili.

5.1.3.3 Uporaba zalozne raztopine amonijevega hidroksida in luminola

Da bi metodo poenostavili, smo pripravili sorazmerno mesanico med NH4OH in
luminolom, vendar pa smo pri merjenju opazili, da so se vrednosti luminiscence enake
koncentracije standarda pricele nizati (Slika 9). Mozni razlogi za upad luminiscence so v
hitrej$i oksidaciji luminola ali v raztapljanju ogljikovega dioksida in nizanju pH vrednosti.
Po menjavi kemikalij je jakost luminiscence dosegla jakost prve meritve, pri kateri smo
uporabili meSanico luminola in NH4OH. V tem ¢asu amonijev hidroksid Se ni bil uravnan
na pH 9,5.

5.1.4 Upad luminiscence

5.1.4.1 Standard

Iz slike 10 je razviden eksponencialni upad luminiscence. Luminiscenca upada po krivulji
Y = Yy + Ae™. Opazno je tudi manjsanje standardne napake od zacetnih Gasov (bolj
variabilno) do konénih casov (manj variabilno). Podatek o upadu luminiscence je
izrednega pomena v primeru uporabe Citalca mikrotiterskih ploscic in hkratne analize
vecjega Stevila vzorcev. Kadar sprozimo reakcijo isto¢asno v vseh merjenih luknjicah
mikrotiterske plos¢ice, merimo pa jih v casovnih razmakih, napacno dolo¢imo
koncentracijo H,O,. Ce ne upostevamo upada luminiscence, med merjenimi luknjicami
narasca ¢asovna razlika med vzorci, ki znasa v primeru merjenja 96 vzorcev in upostevanja
3 s meritve vzorca med prvim in zadnjim vzorcem 288 s.
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Pri zacetnih meritvah smo opazili, da so nizje koncentracije vodikovega peroksida imele
vis$jo luminiscenco, vi§je koncentracije pa nizji rezultat. Nerazumljivost smo resili Sele s
poskusom prikazanim v preglednici 2, kjer smo pokazali, da je bistven dejavnik tudi ¢as
zaCetka meritve po odpipetrianju fericianida. Jasno se pokaze, da je upad luminiscence v
Gasovni enoti pri visjih koncentracijah vodikovega peroksida veéji kot pri nizjih. Ce
merimo vzorce standarda razli¢nih koncentracij dvakrat in je prva meritev opravljena takoj
po dodatkou katalizatorja (fericianida), druga meritev pa po dolocenem casovnem
intervalu, lahko Iluminiscenca visjih koncentracij upade pod luminiscenco nizjih
koncentracij vodkovega peroksida.

5.1.4.2 Rastlinski material

Slika 11 Se jasneje predstavi razliko v upadu luminiscence tako pri meritvah rastlinskega
materiala kot tudi standarda. Krivulje standarda in rastlinskega materiala so jasno locene, s
tem da ima rastlinski material vi$ji upad od standarda. Pri standardu opazimo, da je v vseh
primerih najnizja krivulja z najvisjo koncentracijo vodikovega peroksida (1 mM), nekje na
sredi se nahaja krivulja 100 uM, nad njo pa 5 in 10 uM koncentraciji vodikovega
peroksida. Zanimiva je krivulja slepega vzorca, ki pri testiranju rastlinskega materiala kar
moc¢no niha. Opazimo tudi, da vse krivulje standarda bolj ali manj nihajo s krivuljo slepega
vzorca, torej z luminiscenco vode (ddH,O). Pri rastlinskem materialu za razliko od
standarda temu ni tako, Ceprav se nihanje luminiscence vode verjetno tudi odraza, vendar
ne v toliks$ni meri.

5.1.4.3 Vpliv CisCenja rastlinskega materiala na luminiscenco

Bistvena tezava, ki se je pojavila pri nasem raziskovalnem delu, je bila, kako dolociti
koncentracijo H,O; iz danih merjenih podatkov (Slika 12). Tezava se namre¢ nanasa na
podatek, da je jakost luminiscence pri razli¢no ¢istem materialu najvisja, kadar uporabimo
encim akskorbat oksidazo za oksidacijo askorbata v dehidroaskorbat, vendar pa je v tem
primeru tudi upad luminiscence najvisji. Kako sedaj primerjati tak rastlinski material? Ce
vzamemo za primer sam ekstrakt z dodanim H,O, in encimom in ga primerjamo s krivuljo
standarda, ugotovimo, da se bistveno ne zmotimo, ¢e vzamemo katerokoli izmed Stirih
meritev ekstrakta z dodanim H,O, in jo primerjamo z ustrezajo¢o meritvijo standarda.
Podobno opazimo tudi v primeru 2-krat preko DEAE C¢iS¢enega eluata. Vendar pa v
primeru eluata z dodanim encimom opazimo bistveno razliko. Tu namre¢ ni vseeno, katero
meritev eluata z encimom primerjamo z ustrezajo¢o meritvijo standarda. Ce samo na hitro
pregledamo rezultate, opazimo, da v primeru primerjave prve meritve dobimo priblizno
2,5-krat vis§jo luminiscenco napram standardu, v primeru zadnje meritve pa npr. samo 80 %
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vrednosti standarda. Ob tem spoznanju je bilo nujno razviti metodo, ki bi ponudila
najboljsi rezultat ob upoStevanju razliCenega upada luminiscence vzorcev in omogocila
primerjavo vzorcev znotraj ene meritve in med meritvami.

5.1.5 Uporaba veckanalne pipete

Uporaba veckanalne pipete moc¢no olajSa in pospesi delo. V naSem eksperimentu je bila
uporaba nujna, vsaj ko smo dodali fericianid. V primeru zmogljivejSe aparature bi bilo
mozno dodati fericianid v razli¢nih ¢asovnih intervalih (npr. v intervalih meritev vzorcev),
tako da bi kot rezultat dobili meritve vzorcev v enakih ¢asovnih tockah.

Zanimivo je, da je standardna napaka najvisja, ko vse kemikalije razen fericianida dodamo
z enokanalno pipeto in znaSa v naSem primeru 14,1 %. Mo¢no se zmanjsa, ¢e z veckanalno
pipeto dodamo ze samo amonijev hidroksid in nato z enokanalno luminol in vzorec (na 6,6
% oz 7,1 %), in je najmanjSa, ko dodamo vse kemikalije z veckanalno pipeto (3.9 oz. 4,9
%). Razlog vecje standardne napake v primeru uporabe enokanalne pipete lahko najdemo v
razli¢no dolgem casu priprave reakcijske meSanice. Kot smo dokazali, ze sama priprava
raztopine amonijevega hidroksida in luminola povzroci nizanje luminiscence v ¢asu od
priprave raztopine. S pipetiranjem z enokanalno pipeto tako pripravimo reakcijske
mesanice v razli¢nih Casih, kar vpliva na to, da so reakcijske meSanice razlicno »stare« in
zato luminiscence bolj variabilne. Verjetno je variabilnost pogojena tudi z razlicnim
raztapljanjem CO; v razli¢no »starih« reakcijskih mesSanicah (sprememba pH).

5.1.6 Dodatek encima askorbat oksidaze ekstraktu

5.1.6.1 Obstojnost encimske raztopine

Ob aktivaciji svezega encima smo preverili Se morebitno razliko med sveze aktiviranim
encimom in »starim« encimom aktiviranim pred sedmimi meseci. Encim je bil ves cas
hranjen v hladilniku na 4°C. Encim aktiviran pred sedmimi meseci je imel pri prvi meritvi
nizjo aktivnost kot sveze aktiviran, pri drugi meritvi pa je imel vi§jo aktivnost kot sveze
pripravljeni encim. To je nekako v nasprotju s priporocili Sigme, saj priporo¢ajo svezo
pripravo pred uporabo le-tega. Spremenila se je tudi barva encimske raztopine iz
brezbarvne v rde¢o obarvano. V tistem Casu razloga za takSen rezultat nismo poznali, kot
pa bo kasneje predstavljeno, je razlog najverjetneje v spremembi pH vrednosti celotne
mesSanice, ki zato daje vi§ji signal, in verjetno ne v uporabi encima.



56

Sustar§i¢ M. Uvedba luminiscenéne metode za merjenje vodikovega peroksida v zdravih in okuZenih listih
krompirja (Solanum tuberosum L.)
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Biologijo, 2008

5.1.6.2 Vpliv pH in askorbat oksidaze na luminiscenco

Preglednica 3 prikazuje luminiscenco v reakcijsko meSanico odpipetiranega eluata s pH
okoli 6 in pH 1 oz. eluata z encimom s pH vrednostjo okoli 6. Razlog, zakaj je
luminiscenca eluata s pH vrednostjo 6 mocno visja (za 79 %) od luminiscence eluata z
askorbat oksidazo, ni popolnoma znan. Moznih razlag je ve¢, katera ima vecji vpliv, pa
lahko le domnevamo. Prva moznost je, da z dodatkom encima razred¢imo koncentracijo
H,0; in s tem zmanjSamo luminiscenco, ¢eprav gre za izredno majhno redc¢itev. Druga
moznost je, da z dodatkom encima s pH vrednostjo 5,6 rahlo znizamo pH meSanico celotne
reakcijske mesSanice in tako znizamo luminiscenco. Tretja moZnost je, da encim askorbat
oksidaza absorbira luminiscenco in jo tako zniza. Cetrta moznost pa je, da med encimom in
ekstraktom potekajo reakcije, ki povzrocijo izpostavitve bakrovih molekul in hitrejSe
uni¢enje molekul vodikovega peroksida. Morda pride tudi do rahle denaturacije encima v
reakcijski meSanici, saj pH preseze 9.

Kot kazejo naSi podatki, ima rahla sprememba pH vrednosti v celokupni reakcijski
mesanici velik vpliv na luminiscenco. To je jasneje razvidno v primeru, ko eluat razdelimo
na dva dela in enemu delu uravnamo pH na 9,5, drugemu pa na pH 6,13 (preglednica 4).
Tu je razlika v luminiscenci vec¢ kot o€itna.

5.1.7 Kemikalije in pH

Ker ima pH izreden pomen pri merjenju luminiscence, smo se odlocili, da dolo¢imo pH
vrednost ddH,O (Slika 13). Ugotovili smo, da je pH vode izredno spremenljiv in da se z
mesSanjem izredno hitro spreminja. pH vode tako upade v manj kot 30 minutah s 7 na 6 ali
manj. Razlog za to je v raztapljanju ogljikovega dioksida. CO, se v vodi raztaplja in z vodo
kemijsko reagira tako, da dobimo ogljikovo kislino (H,COs3), ki potem v odvisnosti od pH
vrednosti disociira v bikarbonatni ion (HCO5") in proton ter nato v karbonatni ion (COs>).

Preglednica 5 prikazuje pH vrednosti posameznih kemikalij, celotne reakcijske meSanice
brez vzorca in po dodatku vzorca (vode ali 5 % TCA). Opazimo lahko, da se pH celotne
mesSanice ob dodatku ddH,O ni spremenil, pred in po dodatku je znasal 9,47. Klub temu,
da sam pH vode zaniha tudi pod 6. V primeru, ko dodamo k reakcijski meSanici 5 % TCA,
pa vidimo znizanje pH z 9,47 pred dodatkom, na 9,32 po dodatku. To sicer ni veliko,
vendar je razlika v luminiscenci glede na preglednico 3, kjer smo primerjali eluat s pH 6 in
eluat s pH 1, vec¢ kot oc€itna. Postavlja se vprasanje, ¢e gre dvig luminiscence izklju¢no na
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racun spremembe pH vrednosti. V desnem stolpcu je navedena tudi temperatura meritve,
saj se pH spreminja s temperaturo.

Preverili smo tudi obstojnost kemikalij za pripravo reakcijske meSanice. Primerjavo smo
izvedli za amonijev hidroksid med mesecem dni starim in sveZe pripravljenim. Ugotovili
smo, da je bila luminiscenca enake koncentracije standarda v primeru sveze pripravljenega
NH4OH 5,4-krat vi§ja od luminiscence 1 mesec starega NH4OH. Pri merjenju pH vrednosti
smo ugotovili, da se je 1 mesec staremu NH4OH spremenil pH in je znasal samo 9,22, pri
sveze pripravljenem pa 10,85, kar naj bi bil vzrok za razliko v luminiscenci. Zaradi
omenjenega spoznanja smo v nadaljnjih meritvah pripravljali tedensko sveze kemikalije.

5.1.7.1 Primerjava umeritvene krivulje standarda pripravljenega v NH4OH in vodi

Razlog za nizjo luminiscenco nizjih koncentracij standarda bi lahko iskali v hitrosti
reakcije, saj zaradi drugacne pH vrednosti reakcija poteka hitreje, torej se tudi reagenti
hitreje porabijo. Ker merimo Sele po dolocenem ¢asovnem intervalu, je mozno, da zaradi
1ztroSenosti reagentov merimo sredino oz. konec reakcije.

5.1.8 Uporaba razlicnih metod ¢iS¢enja ekstrakta

Iz preglednice 6 je razviden vpliv PVPP, ki smo ga kot 5% (w/v) dodali k ekstraktu pred
centrifugiranjem. PVPP smo uporabili za odstranitev fenolnih substanc. Ce &istimo
rastlinski ekstrakt le s PVPP, opazimo majhno razliko med ekstrakti, kakor hitro pa
supernatant nanesemo na DEAE je razlika moc¢no opazna. Fenolne substance se o€itno ne
odstranijo z DEAE, vendar, kot je razvidno, duSijo luminiscenco. Prav tako lahko
sklepamo, da imajo snovi, ki jih odstranimo z gelom DEAE, vecje sposobnosti dusenja
luminiscence od fenolnih spojin, kar opazimo s primerjavo luminiscence ekstrakta
¢iScenega samo s PVPP in ekstrakta ¢iS¢enega samo z DEAE. V primeru, ko predhodno
¢istimo s PVPP in nato Se z DEAE, je luminiscenca za 68 % vi§ja v primerjavi z vzorci,

¢is¢enimi le z DEAE.

Ce po ¢is¢enju s PVPP uporabimo askorbat oksidazo za odstranitev askorbata, je v primeru
uporabe PVPP signal luminiscence nizji kot v primeru, ko ne ¢istimo s PVPP. Opazno je,
da je tokrat luminiscenca v primeru neuporabe PVPP vi§ja, vendar pa je tak rezultat
netocen, saj lahko fenoli v odsotnosti askorbata povzrocijo spontan nastanek vodikovega
peroksida.
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Vidimo lahko tudi, da je zamenjava Dowex Ag 1x8 z DEAE uspes$na, saj to potrjujejo
podatki iz preglednice 6. Oba omenjena gela sta anionska izmenjevalca, pri ¢emer je
Dowex Ag 1x8 mocan, DEAE pa Sibek anionski izmenjevalec. Uporabo gela Dowex smo
zasledili v Stevilnih ¢lankih (Warm in Laties, 1982; Veljovic-Jovanovic in sod., 2002;
Orozo-Cardenas in Ryan, 2002; itd.), uporabe DEAE za odstranitev »obarvanih«
produktov pa v literaturi nismo zasledili.

5.1.9 Optimizacija merjenja luminiscence

5.1.9.1 Vpliv stresanja in volumen fericianida

Izjemnega pomena so tako volumni kot koncentracije reagentov. Poleg omenjenega je
izredno pomemben Se Cas in jakost stresanja.

Ugotovili smo, da lahko v primeru, ko vzorca ne premesamo, luminiscenca v dolocenem
¢asu po merjenju standarda celo naras¢a. TakSno dogajanje onemogoci primerjavo tudi
med standardi, ¢e en standard naras¢a, drugi pa upada. V takih primerih tudi ni mogoc
izraun luminiscence v Casu 0 s, zato je klju¢no zagotoviti pogoje, da luminiscenca pada iz
cikla v cikel.

Slika 14 prikazuje skoraj linearen odnos povecanja luminiscence ob povecanju volumna
fericianida. Kot najoptimalnej$i volumen med primerno jakostjo luminiscence in napako
pipetiranja smo izbrali 10 pl.

5.1.9.2 Dolocitev optimalnega Stevila vzorcev v okviru ene meritve

V nasem primeru se je tekom eksperimentalnega dela kot najoptimalnejSa izkazala hkratna
analiza 4. vzorcev. Tako smo hkrati izmerili vzorce okuzenih rastlin (Y), slepo
inokulliranih (S) in intaktnih rastlin (K) ene ¢asovne toc¢ke. Zadnji vzorec, standard oz.
slepi vzorec (SV), pa nam je sluzil za pomo¢ v primeru odstopanj kemikalij ali drugih
dejavnikov. Ce bi merili vsak nas vzorec (Y, S, K) posebej, bi bila variabilnost in
standardna napaka prevelika zaradi razli¢nega ¢asa merjenja. Ce pa bi merili vse vzorce
ene Casovne tocke naenkrat, bi bila Casovna razlika med prvim merjenim in zadnjim
merjenim vzorcem prevelika.
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5.1.9.3 Dolocitev dejanskega ¢asa merjenja

Preglednica 7 in 8 prikazujeta klju¢no pomanjkljivost aparature Tecan GENios za merjenje
luminiscence. Pomanjkljivost ni, kot je bilo sprva misljeno, v slabi obcutljivosti senzorja,
ampak v Casu premika senzorja. Nerazumljivo je nihanje dolzine ciklov znotraj meritve.
Razlika v dolzini ciklov se spreminja od cikla do cikla in jo je nemogoce natan¢no
napovedati za naslednji cikel.

Opazili smo, da niha tudi sam ¢as meritve vzorcev. Prva meritev cikla je daljsa, in sicer za
okoli 200 ms v primerjavi z ostalimi meritvami cikla. Postavlja se vpraSanje, ali gre tu za
dejansko meritev senzorja ali senzor samo miruje in ne meri. Najverjetneje senzor v tem
¢asu miruje in ne meri, saj bi bile verjetno ob upostevanju upada luminiscence meritve tu
za 6,7% vi§je, Cesar pa nismo opazili. Omenjeni ¢as je verjetno potreben za stabilizacijo
senzorja.

Presenetljiva ugotovitev je bila, da je cas pricetka meritve verjetno temperaturno vezan in
da je Cas pred meritvijo prvega cikla lahko izjemno variabilen in zaniha od 3,8 s do 42,4
(PRILOGA A) in celo do 90 s. Ta izredno variabilni ¢as nam je pred tem spoznanjem
povzrocal veliko nejasnosti in neuporabnih informacij za primerjavo med meritvami.

Slika 15 prikazuje shemo meritve. Pred dodatkom fericianida smo priceli s snemanjem
zvoka. Hkrati z odpipetiranjem fericianida smo priceli z odstevanjem Casa 25 s. V tem ¢asu
smo prenesli plos€ico do aparature, nanjo postavili ¢rno pokrovno plos¢ico in polozili
ploscici na prostor za vpoteg plosCice v aparaturo. Po preteku 25 s smo pritisnili gumb
»START«. Iz slike se lepo vidi prvi pisk in nadaljnja piska ter vpoteg in stresanje ploscice.

Izmerjeni Casi so vplivali tudi na sam potek meritve. Aparaturo smo nastavili v polozaj za
vpoteg plosCice. Na ta nac¢in smo prihranili 8 s, kolikor aparatura potrebuje, da izstavi
ploscico in jo ponovno vpotegne. Celotni ¢asi od prvega piska Stoparice do pricetka
meritve se nekoliko razlikujejo in v vecini primerov znasajo 36,46 £+ 0,21 s. Pri izratunu
luminiscence smo upostevali ¢as 35 s. Razlog je v tem, da ne moremo trditi, da smo vedno
tocno ob pisku Stoparice pritisnili na gumb »START«. Prav tako nismo upostevali napake
dalj$e prve meritve ciklov. Sicer majhna razlika 200 ms prinese v 6-ih ciklih ze napako v
1,2 s. Skratka ocenjena celokupna napaka je nekaj sekund, torej so tudi prikazani rezultati
razli¢ni zaradi ¢loveske napake za nekaj sekund.

Aritmeticno sredino omenjenih ¢asov smo uporabili za racunanje oz. ekstrapolacije
luminiscence na ¢asu 0 s. Poleg vseh omenjenih ¢asov je najpomembnejsi Se Cas premika
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senzorja od ene luknjice do druge, ki znasa 0,46 s. Pri izraCunu luminiscence za ¢as 0 s
smo torej upostevali 25 s za prenos plosCice, 35 s od klika na gumb »START« do
dejanskega pricetka meritve in 0,46 s prehoda senzorja od ene luknjice na drugo.

5.1.10 Pregled in izbira metode obdelave podatkov

Racunsko najhitrejSa metoda je metoda primerjave prve meritve prvega cikla vzorca s prvo
meritvijo prvega cikla standarda, vendar v naSem primeru tudi manj zanesljiva. Pri tej vrsti
obdelave podatkov preprosto vzamemo prvi podatek vzorca, ga delimo s prvim podatkom
standarda ter kvocient pomnozimo z mnozinsko koncentracijo standarda oz. vrednost
vzorca z odStetim slepim vzorcem iz umeritvene krivulje. Metoda ima ve¢ pomanjkljivosti,
med katerimi je najpomembnejSa neupostevanje Casa pri¢etka meritve. Iz preglednice 10 je
razvidno, da je rezultat (srednja vrednost) glede na doloceno vrednost H,O, izmed Stirih
metod obravnavanih v tem poglavju pri tej metodi drugi najboljsi.

Metoda primerjave vsote ciklov vzorca z vsoto ciklov standarda je enostavna in hitrejSa od
nadalje opisanih. Rezultati, ki jih daje so izpovpreceni in ne odrazajo dejanskih meritev.
Metoda prav tako ne uposteva razlike v ¢asih od pricetka meritve, Se vec¢, metoda celo ne
uposteva upada luminiscence v Casu in kot rezultat poda izpovpreceno vrednost. Tako se
lahko dogodi, da kljub vis$ji luminiscenci vzorca v prvem ciklu napram standardu dolo¢imo
zaradi razlike v hitrosti upada luminiscence povprecno nizji signal vzorca od standarda, pri
katerem luminiscenca upada pocasneje. 1z preglednice 10 vidimo, da ta metoda daje tretji
najboljsi rezultat glede na doloceno vrednost H,O,.

Metoda primerjave ploscine vzorca s ploscino standarda je zahtevnejSa, saj je potrebno
izraCunati integral med krivuljo in asimptoto, katero oklepa, zato je potrebno najprej
narisati graf in izracunati krivuljo. Ta metoda je manj primerna za izracun in primerjavo
plos¢in vzorcev z mocno razli¢énim upadom luminiscence, primerna pa je, kadar zelimo
poudariti tako razlicne koncentracije vodikovega peroksida kot manjSe razlike v upadu
luminiscence. Kot Ze omenjeno je metoda neprimerna za izratun koncentracije vodikovega
peroksida dveh v upadu luminiscence zelo razli¢nih vzorcev, saj se v takem primeru ena
krivulja npr. Ya = Yoa +Ae™ obi¢ajno asimptoti¢no priblizuje dologeni vrednosti Yoa, ki
je za drug vzorec (Yp = Yos +Ae™) drugacna. Zaradi razliénih vrednosti asimptot
(Yoa#Y s ) nastane precejSnja napaka v plos¢ini med obema asimptotama.

Metoda ekstrapolacije merjenih podatkov na cas 0 s je enostavnej$a od metode primerjave
ploscin, kljub temu pa je tezavnejSa od prvih dveh. To je verjetno najuporabnejSa metoda
za obdelavo podatkov vzorcev z razli¢nimi upadi luminiscence, saj uposteva tako pozicijo
posameznega vzorca na ploscici kot tudi ostale ¢ase do dejanskega pri¢etka meritve.
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Metoda ima dve pomanjkljivosti, saj ne omogoca ocene intervala zaupanja za izraCunane
podatke, prav tako pa je rekonstrukcija krivulje v primerih, ko se vrednosti luminiscence
gibljejo med 0 in nekaj RLU, vprasljiva.

Komentar metod:

Izmed vseh uporabljenih metod izraCunavanja lahko opazimo, da v vecini metod
podcenimo vrednost koncentracije H,O, v rastlinskem materialu. Prakticno nam nobena
izmed prvih treh metod ne omogoci dejanske dolocCitve koncentracije H,O,, saj se v vseh
primerih gibljemo pod vrednostjo slepega vzorca. Le metoda ekstrapolacije podatkov na
¢as 0 s omogoci dokaz vi§je luminiscence od slepega vzorca in doloCitev koncentracije
H,0; v rastlinskem materialu. V preglednici 10 opazimo, da z zadnjo opisano metodo
(tudi za vec€ kot 3-krat). Izbira metode obdelave podatkov je klju¢nega pomena, saj lahko z
napacno izbiro napravimo ve¢ kot 3-kratno napako, kar smo tudi pokazali. Seveda je
pomembno tudi, na kakSno vprasanje naj nam metoda odgovori. Tako je metoda 2
primerna, kadar so razlike v luminiscenci zelo velike in nas samo zanima dokaz razlike
npr. luminiscenca samega ekstrakta in eluata, vendar pa dolocitev koncentracije H,O, v
vzorcu ne omogoca.

5.1.11 Meritev koncentracije vodikovega peroksida v rastlinskem materialu

5.1.11.1 Izkoristek

Opazili smo, da je luminiscenca H,O; po nanosu na kolono in eluaciji visja od pri¢akovane
oz. vi§ja od standarda, ki naj bi predstavljal kon¢no molarnost na kolono naneSenega in
eluiranega H,O,. S pripravo umeritvene krivulje v 5 % TCA nevtralizirani s K,CO3; smo
pokazali, da je mozen razlog v 2-krat vi§ji luminiscenci najverjetneje v vodi, saj je
luminiscenca standarda v 5 % TCA nevtralizirani s K;CO3 na pH 6,46 (preglednica 11)
bolj primerljiva z luminiscenco na kolono naneSenega in eluiranega H,O,. Izjemnega
pomena je torej izbira pravilne umeritvene krivulje, saj je izkoristek lahko ob nepravilni
izbiri le-te napacno ocenjen na kar 426 %. Pravilnej$i izkoristek (107,1 %) dobimo, ¢e
upostevamo dve meritvi na kolono naneSenega H,O,, od katerega odStejemo slepi vzorec,
in luminiscenco odc¢itamo iz umeritvene krivulje standarda, pripravljenega v istem dnevu v
5 % TCA nevtralizirani s K,CO:s.
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5.1.11.2 Casovni pregled upada luminiscence slepega vzorca

Tekom testiranja rastlinskega materiala smo opazili, da se je luminiscenca slepega vzorca
spreminjala. Pri ugotavljanju moznega vzroka smo preizkusili ve¢ hipotez, vendar
celovitega odgovora nismo nasli. Slika 17 prikazuje povpre¢no dnevno luminiscenco
slepega vzorca od 29.11 - 21.12.2006. Na grafu opazimo c¢rtkano krivuljo, ki povezuje
srednjo vrednost dnevne meritve slepega vzorca. Opazimo, da luminiscenca slepega vzorca
ves Cas bolj ali manj upada. Prvi mozni razlog za tak upad bi bil zamenjava kemikalij in
npr. napaka, ki nastane zaradi rahlo razli¢nega zatehtavanja. Dneve menjav / priprav
kemikalij prikazujejo pokoncne rdece ¢rte. Vidimo lahko, da priprava kemikalij ne pojasni
upada. Ce bi bil upad vezan na starost kemikalij v tem kratkem intervalu, potem bi se
vrednost slepega vzorca po pripravi povrnila na prej$nje stanje, a se ne. Druga moznost bi
bila sprememba vode in s tem posledi¢ni vpliv na luminiscenco. Za ¢iSCenje vode se
uporablja dvojni sistem. Voda se najprej prefiltrira skozi filtre za mehanske delce, nato se
ji doda 99,8 % NaCl. Sledi reverzna osmoza, pri ¢emer se voda razdeli na dva dela. Prvi
del potuje naprej na sistem Milli RO 6 PLUS, ki se uporablja za analize vzorcev. Ker je
voda po navedenem cis¢enju izjemno Cista, obstaja le malo verjetnosti, da bi bila za upad
luminiscence kriva voda, ¢eprav se vsaj v nekaterih fazah diagrama zdi, kot da bi se iz
sistema izpiralo nekaj, kar bi jac¢alo luminiscenco. Tezko je navesti razlog nihanja nasih
meritev, saj obstaja tudi moznost necisto¢ na steklovini, voda namenjena za splakovanje
prisotne na steklovini, bi morda utegnile motiti nase meritve, saj se lumniscen¢ne metode
uporabljajo tudi za ugotavljanje koncentracij kovin v vodi.

5.1.11.3 Vodikov peroksid v rastlinah

Iz grafa slike 18, ki prikazuje na Cas 0 s preracunano luminiscenco rastlinskega materiala,
tezko karkoli sklepamo, zato je potrebno podatke predstaviti na tak nacin, da bodo razlike
opaznejse in vidne, kar pa prikazujeta sliki 19 in 20. Obe sliki predstavita enake podatke,
vendar lahko opazimo razlike med grafoma. Vecje razlike opazimo pri simptomih, kjer se
na sliki 19 luminiscenca okuzenih rastlin (Y) giblje rahlo nad luminiscenco kontrolnih
rastlin, na sliki 20 pa se razmerje luminiscenc giblje pod razmerjem kontrolnih rastlin.
Pravilnejsi je verjetno graf na sliki 20, saj primerja daljsi ¢as luminiscence kot graf z
odstetimi vrednostmi na sliki 19, kjer primerjamo le razliko v primerjavi dveh tock.
Primerjava plos¢in se uporablja tudi za ugotavljanje upada luminiscence (Georgetti in sod.,
2003).
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S primerjanjem plos¢in rastlinskega materiala s priblizno enakim upadom luminiscence
primerjamo tako koli¢ino H,O, kot sam upad le-tega. Zavedati se je potrebno dejstva, da,
kadar imata vzorca enako koli¢ino H,O, in se razlikujeta le v upadu, bo ploscina visja pri
vzorcu s pocasnejSim upadanjem, kadar pa imata vzorca enak upad in razli¢ni koncentraciji
H,0,, pa bo plosCina vi§ja pri vzorcu z vis§jo koncentracijo vodikovega peroksida. Tako
pridobimo nekako celovit vpogled v dogajanje tekom okuzbe pri rastlini.

Nadaljnja razlaga temelji na sliki 20. Iz grafa opazimo velike standardne napake, zato je
primerneje govoriti o trendih, kot samih rezultatih. Na sliki 20 je podana vrednost kot
razmerje plos¢in luminiscenc Y/K med okuzenimi (Y) in intaktnimi (K) oz. razmerje S/K
med slepo inokuliranimi (S) in kontrolnimi rastlinami (K). Pri nadaljnji razlagi bomo
uporabljali izraz vrednost razmerja luminiscenc, ki v primeru slepo inokuliranega materiala
(S) predstavlja razmerje plos€in luminiscenc S/K, v primeru okuZenega materiala (Y),
razmerje Y/K, in v primeru intaktnega (K) materiala razmerje K/K.

Pol ure po inokulaciji je vrednost razmerja luminiscenc slepo inokuliranega (S) kot
vrednost luminiscenc okuzenega (YY) vzorca pod vrednostjo vzorca intaktnih rastlin (K). To
je v nasprotju z naSimi pri¢akovanji, saj smo pri S in Y pricakovali vi§je vrednosti.
Rezultat je lahko posledica izpiranja listov po 10 minutni mehanski inokulaciji rastlin, pri
¢emer smo morda sprali tudi H,O,. Lahko pa je rezultat preprosto posledica dejstva, da
smo ze zamudili prvi vrh ROS, saj, kot kazejo podatki v literaturi, se lahko prvi vrh konca
ze po 15 minutah po okuzbi (povzeto po Baker in Orlandi, 1999). Zaradi velikih
standardnih napak je nesmiselno govoriti o kakr$nih koli razlikah med S, Y in K.

V casu ene ure po inokulaciji opazimo porast tako vrednosti razmerja luminiscenc slepo
inokuliranih (S) kot okuZenih rastlin (Y). Opazno je, da je vrednost razmerja luminiscenc
okuzenih rastlin (Y) vi§ja od vrednosti neokuzenih (S), obe pa sta vi§ji od kontrole (K). V
literaturi zasledimo, da rastline, ki jih napade herbivor, v primerjavi z ranjenimi povisajo
koncentracijo H,O, (Maffei in sod., 2006). Eno uro po napadu herbivora se zniza aktivnost
askorbat peroksidaze (APX), peroksidaz (PX), glutation reduktaze (GR), glutation
peroksidaze (GPX), poviSa pa se aktivnost katalaze (CAT). Aktivnost superoksid dimutaze
(SOD) ostane nespremenjena. Prav tako ugotavljajo, da naj bi pri biotskem stresu prislo do
znizanja aktivnosti APX in CAT ter posledicno PCD, v primeru abiotskega stresa pa naj bi
prislo ravno do obratnega procesa, torej aktivacije mehanizma za odstranjevanje ROS
(povzeto po Mittler, 2002). Morda se nekaj podobnega dogodi tudi pri okuzenem
krompirju 'Igor', ¢e vzamemo primerjavo z napadom herbivora, kjer se aktivnost SOD ne
spremeni, torej se tudi hitrost nastajanja H,O, ne spremeni, spremeni pa se aktivnost
encimov, ki sodelujejo pri odstranjevanju ROS, in sicer se pospesi odstranjevanje ROS pri
mehanski poskodbi, pri napadu herbivora pa se odstranjevanje zmanj$a. Torej bi lahko
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sklepali, da koli¢ina vodikovega peroksida ni omejena z njegovim nastankom, ampak je
koli¢ina v ¢asu 1 h po inokulaciji omejena z razgradnjo, ki je vi§ja pri mehanski poSkodbi
kot pri napadu herbivora. Enako opazimo tudi pri primerjavi okuzenega (Y) in slepo
inokuliranega (S) vzorca, saj je vrednost razmerja luminiscenc okuzenega materiala (Y)
najvisja, najnizje pa je vrednost intaktnega materiala (K).

Tri ure po inokulaciji opazimo nekaksen prehod in sekanje krivulj slepo inokuliranega (S)
in okuzenega vzorca (Y). Opazno je, da vrednost razmerja luminiscenc okuzenega vzorca
(Y) upade pod vrednost slepo inokuliranega (S). Glede na literaturo je mozno sklepati, da
imajo peroksidaze za odstranjevanje H,O, pomembno vlogo. Ugotovili so namre¢, da
celice z intaktnimi celi¢nimi stenami v primerjavi s protoplasti izredno hitro odstranjujejo
H,0,. Ce sedaj primerjamo nase podatke s podatki o aktivnosti peroksidaz prikazanih v
doktoratu Milavceve (2004), ugotovimo obratno sorazmerje med aktivnostjo peroksidaz in
koncentracijo H,O,. Podatki Milavéeve so predstavljeni kot razmerje celokupne aktivnosti
peroksidaz med slepo inokuliranimi (S) in kontrolnimi (K) S/K ali okuzenimi (Y) in
kontrolnimi (K) rastlinami Y/K.
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Slika 21: Pregled razmerja aktivnosti peroksidaz v ¢asovnem poteku okuzbe (podatki Milavec, 2004 str. 62,
64 in 67)

Iz slike 21 je razvidno sledece: pri 3 h je aktivnost peroksidaz slepo inokuliranih (S) in
okuzenih (Y) rastlin nizja od aktivnosti kontrolnih rastlin (K). Torej bi morala biti v nasem
primeru luminiscenca pri S in Y vi§ja od luminiscence kontrole, v primeru da so
peroksidaze edini encimi, ki razgrajujejo H,O,. Vendar, kot lahko opazimo, je
luminiscenca rahlo nizja od kontrole. Verjetno gre ta razlika na ra¢un CAT, za katere so
Maffei s sod. (2006) opazili, da je bila njihova aktivnost v primerjavi z mehansko
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posSkodovanimi listi v prvi uri po napadu herbivora poviSana. Tako na grafu razmerij
luminiscenc (Slika 20) kot na grafu razmerij aktivnosti peroksidaz (Slika 21) lahko
opazimo, da sta krivulji slepo inokuliranih (S) in okuzenih rastlin (Y) izjemno blizu skupaj.
Pri pregledu podatkov za cCasovno tocko 6 h ugotovimo, da se krivulja razmerja
luminiscence slepo inokuliranih rastlin (S) giblje nad okuzenimi (Y), obe pa mo¢no pod
krivuljo intaktnih rastlin (K) (Slika 20).

Iz podatkov prikazanih na sliki 21 lahko razberemo, da je krivulja razmerja aktivnosti
peroksidaz okuzenih rastlin (Y) 6 h po inokulaciji vi§ja od slepo inokuliranih rastlin (S),
obe krivulji (Y) in (S) pa se gibljeta moc¢no nad krivuljo intaktnih rastlin (K).

Tudi Maffei in sod. (2006) ugotavljajo, da se spremeni aktivnost encimov v ¢asu od 1 h do
6 h po poskodbi tako pri mehansko ranjenih rastlinah kot pri rastlinah po napadu herbivora.
Encimska aktivnost APX, PX in GR je 1 h po napadu herbivora primerjalno nizja od
mehansko poskodovanih listov, v ¢asu 6 h pa je vi§ja.

Pri simptomih opazimo, da je vrednost razmerja luminiscenc v primeru slepo inokuliranih
(S) rastlin najvisje, sledi vrednost razmerja luminiscenc kontrolnih rastlin (K), pod
kontrolnimi pa je vrednost razmerja luminiscenc okuzenih (Y) rastlin. Semprimoznik
(1999) ugotavlja, da je bila aktivnost peroksidaz 24 h po inokulaciji v inokuliranih listih
okuzenih rastlin bistveno vi§ja kot v intaktnih in slepo inokuliranih rastlinah. Prav tako je
bila povisana aktivnost topnih in ionsko vezanih peroksidaz pri listih s primarnimi
bolezenskimi znaki. Podobni trend se pokaze tudi pri luminiscenci na sliki 20.

V preglednici 12 so prikazane izmerjene vrednosti luminiscence, v preglednici 13 pa
podatki iz preglednice 12 preracunani na ¢as 0 s. Opazimo lahko, da v preglednici 12 v
nobenem izmed vzorcev v rastlinskem materialu luminiscenca ne preseze luminiscence
slepega vzorca, zato brez uporabe metode ekstrapolacije luminiscence na ¢as 0 s ni mozna
dolocitev H,O, v rastlinskem materialu. Pokazali smo tudi, da se je vrednost slepega
vzorca tekom eksperimentalnega dela spreminjala, zato je nujno, da samih vrednosti
luminiscenc razlicnih vzorcev ne primerjamo med seboj. Tako, kot se je luminiscenca
slepega vzorca spreminjala in upadla z ve¢ kot 400 RLU na priblizno 100 RLU, se je
verjetno spreminjala tudi luminiscenca rastlinskega materiala. Nujno je torej primerjati
rastlinski material z ustrezajo¢o umeritveno krivuljo. Ugotovili smo, da ob pravilni
primerjavi srednje vrednosti koncentracij HO, bistveno ne variirajo in se gibljejo v rangu
med 4,11 do 5,20 uM.

Vprasanje je tudi, kako najbolj optimalno izracunati koncentracijo H,O; v rastlinah. V
nasem primeru smo najprej izracunali povpre¢no umeritvneno krivuljo (obicajno 3 meritev
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standarda), od katere smo odsteli srednjo vrednost slepega vzorca, te rezultate pa uporabili
za izracun logaritma umeritvene krivulje. Nato smo od posameznega vzorca odsteli
vrednost slepega vzorca in logaritemsko razliko razbrali iz umeritvene krivulje. Tako nam
je uspelo dolociti koncentracijo H,O, npr. v primeru 0,5 h, kjer je bila ena meritev nad
slepim vzorcem, druga pa pod in povprecje obeh meritev ne preseze povprecnega slepega
vzorca, ena izmed obeh meritev ga pa.

V nasih primerih smo dolo¢ili koncnetracijo H,O, v intaktnih listih (K) 131,9 + 83,5
nmol/g sveze mase rastlinskega materiala. V nekaterih primerih nismo dolocili H,O,.
Najverjetnejsi razlog je v pomanjkljivostih aparature in z njimi pogojenimi tezavami.

V clankih je moc zaslediti razlicne koncentracije H,O,. Neill in sod. (2002a) so ugotovili,
da so tako variabilne koncentracije (med 60 uM in 7mM pri Arabidopsis in 1-2 mM pri
koruzi in rizu) verjetno odraz tehni¢nih tezav dolo¢anja H,O,.

Veljovic-Jovanovic in sod. (2002) tako predstavijo mozne pomanjkljivosti metod in
izmerijo koncentracijo H,O, v listih Arabidopsis thaliana med 40 - 120 nmol/g sveze
mase. Okuda in sod. (1991) dolocijo koncentracijo H,O; v intaktnih listih pSenice med 0,6
- 0,8 umol/g sveze mase pri T 28°C in na svetlobi, pri rastlinah v temi pa med 0,1 - 0,3
umol/g svezega materiala. Malolepsza (2005) ugotovi, da pretretiranje rastlinskih tkiv
paradiznika z o-hidroksietilorutin-om in nadaljnja inokulacija z Botrytis cinerea izzove
produkcijo 500 nmol H,O, /g sveze teze, kar je dvakratna koncentracija kot v intaktnih
rastlinah. Vendar o-hidroksibutilorutin-in ze sam izove proizvodnjo ROS. Glede na
podatke v literaturi in nase eksperimentalno delo lahko ugotovimo, da so eksperimentalno
dobljeni podatki v rangu koncentracij vodikovega peroksida drugih rastlin, ter da smo
relativno uspeSno, kljub Stevilnim pomanjkljivostim, vpeljali metodo doloCanja
vodikovega peroksida za analizo s ¢italcem mikrotiterskih ploscic.
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5.2 SKLEPI

e Ce zelimo uporabiti Citalec mikrotiterskih plos¢ic za analizo vzorcev s hitrim
upadom luminiscence, kakrSen je tudi rastlinski material, in hkrati analizirati vecje
Stevilo vzorcev, je nujno uporabiti Citalec z injektorji.

ey

koncentracije reagentov, ¢as meritve in tretiranje vzorca.

e Rastlinski material ima hitrejSi upad luminiscence od standarda. Luminiscenca
vi§jih koncentracij standarda upada hitreje od nizjih.

e Raztapljanje CO; v vzorcu vpliva na pH vrednost in posledi¢no na rezultat meritve.
Zato je potrebno pripravljati sveze kemikalije, uporaba veckanalne pipete pa zniza
standardno napako.

e Bazalne koncentracije vodikovega peroksida v rastlinah nihajo, vendar pri listih
intaktnih rastlin ne presezejo 146 nmol/g sveze mase.

e Koncne rezultate testiranja rastlinskega materiala smo predstavili kot razmerje
plos¢in luminiscenc. Z izrazom vrednost razmerja luminiscenc smo v primeru slepo
inokuliranega materiala (S) oznacili razmerje plos¢in luminiscenc S/K, v primeru
okuzenega materiala (Y), razmerje Y/K, in v primeru intaktnega (K) materiala
razmerje K/K. Ugotovili smo, da je najvi§ja vrednost razmerja luminiscenc
okuzenih rastlin obcutljive sorte Tgor' 1 h po inokulaciji. Tri ure po inokulaciji je
vrednost razmerja luminiscenc okuzenih rastlin podobna razmerju slepo
inokuliranih, v obeh primerih pa nizja od intaktnih rastlin. Sest ur po inokulaciji je
vrednost razmerja luminuscenc okuzenih rastlin nizja od razmerja slepo
inokuliranih rastlin, obe vrednosti razmerij luminiscenc pa sta pod razmerjem
intaktnih rastlin. V C€asu pojava simptomov je vrednost razmerja luminiscenc
okuzenih rastlin pod intaktnimi, razmerje slepo inokuliranih pa nad kontrolnimi
rastlinami.
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6 POVZETEK

Luminiscenéne metode so zaradi nizke cene in visoke obcutljivosti primerne za uporabo v
Stevilnih znanstvenih disciplinah in panogah. Metodo zazbavanja vodikovega peroksida v
kivetah sta Ze leta 1982 predstavila Warm in Laties, kljub temu pa metode testiranja
rastlinskega materiala z uporabo ¢italca mikrotiterskih plos¢ic razen redkih izjem
(Razinger in sod., 2006) v literaturi nismo zasledili.

Nase delo je potekalo v dveh delih. V prvem delu smo prilagodili metodo detekcije H,O,
za uporabo citalca mikrotiterskih plos¢ic, v drugem delu pa smo modificirano metodo
uporabili za analizo H,O, v spodnjih listih rastlin krompirja sorte 'Igor'. SkuSali smo
ugotoviti, kako okuzba in slepa inokulacija vplivata na sproscanje H>O, Rastlinski material
razdeljen na intaktno, slepo inokulirano in okuzeno skupino smo pobrali v 5-ih ¢asovnih
tockah po inokulaciji 0z. v ustrezajocih ¢asih v primeru intaktnih rastlin.

Ugotovili smo, da na rezultat meritve vplivajo Stevilni dejavniki. Med pomembnejSimi
med seboj povezanimi dejavniki so temperatura, pH, koncentracije reagentov, starost
kemikalij in drugi. Ugotovili smo, da preko razredCitve tudi volumen ekstrakcijskega
reagenta in volumen eluacije vplivata na kon¢no koncentracijo prisotnih dusilcev
luminiscence v analiziranem materialu. Pokazali smo, da z red¢enjem rastlinskega
materiala prihaja do hitrejSega nizanja koncentracije H,O, kot zaradi razredc¢itve dusilcev,
saj je luminiscenca 10-krat bolj redcenega vzorca le 4-krat vi§ja kljub enaki konc¢ni
koncentraciji H,O,. Ugotovili smo tudi, da luminiscenca eksponencialno upada in da je
upad odvisen od vrste analiziranega vzorca. Luminiscenca rastlinskega materiala upada
hitreje kot luminiscenca standarda, pri vi§jih koncentracijah standarda pa hitreje kot pri
nizjih. Razlike v upadu luminiscence so celo med razlicno Ccistimi vzorci. Zaradi
eksponencialnega upada luminiscence je kljucen tudi ¢as meritve po dodatku fericianida,
zato kljub mozni hkratni analizi 96 vzorcev tak$na analiza ni smotrna. Pokazali smo, da je
Cas pricetka meritve Ccitalca mikrotiterskih plos¢ic Tecan GENios najverjetneje
temperaturno pogojen in da pricetek meritve lahko variira od nekaj sekund tudi do 1,5 min.
Zaradi omenjenih tezav smo razvili metodo, ki omogoca primerljivost podatkov tako med
razliénimi vzorci znotraj meritve kot med razlicnimi meritvami. Omenjena metoda temelji
na izra¢unavanju vrednosti luminiscence v ¢asu 0 s.

Za odstranitev askorbata, duSilca luminiscence, smo v prvem delu uporabljali encim
askorbat oksidazo, kasneje pa smo ugotovili, da gre verjetneje razliko v luminiscenci
pripisati spremembi pH vrednosti in verjetno ne odstranitvi askorbata.
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V drugem delu smo uporabili naSe izsledke za analizo rastlinskega materiala. Rastlinski
material smo ekstrahirali, mu dodali 5% (w/v) PVPP in centrifugirali. Supernatant smo
nanesli na kolono in eluirali s 3,5 ml, eluatu pH uravnali na 6,4 — 6,5, centrifugirali in nato
pomerili luminiscenco. Hkrati smo analizirali vedno le eno paralelko Casovne tocke in za
analizo uporabili veckanalno pipeto. Tekom ekperimentalnega dela smo opazili upad
dnevnih srednjih vrednosti slepega vzorca, zato smo konc¢ne rezultate predstavili z razmerji
plos¢in luminiscenc. Z izrazom vrednost razmerja luminiscenc smo v primeru slepo
inokuliranega materiala (S), oznacili razmerje plos€in luminiscenc S/K, v primeru
okuzenega materiala (Y), razmerje Y/K, in v primeru intaktnega (K) materiala razmerje
K/K.

V casu 0,5 h zaradi velikih standardnih napak ne moremo govoriti o razlikah med slepo
inokuliranimi, intaktnimi in okuzenimi rastlinami.

Eno uro po inokulaciji je vrednost razmerja luminiscenc slepo inkuliranih (S) rastlin vecje
od vrednosti razmerja luminiscenc intaktnih (K) rastlin, vrednost razmerja luminiscenc
okuzenih pa celo vecja od vrednosti razmerja luminiscenc okuzenih rastlin (Y). Razlog
vi§jega razmerja pri okuzenih rastlinah gre verjetno na raun znizanja aktivnosti
peroksidaz, askorbat peroksidaze in glutation reduktaze.

Tri ure po inokulaciji opazimo nekakSen prehod in sekanje krivulj vrednosti razmerij
luminiscenc slepo inokuliranega (S) in okuzenega vzorca (Y), 6 h po inokulaciji pa
najnizjo vrednost razmerja luminiscenc pri okuzenih rastlinah. TakSen prehod je mozno
razloziti s spremembo aktivnosti peroksidaz, saj se razmerje aktivnosti spremeni in je 6 h
po inokulaciji pri okuzenih rastlinah najvisje, razmerje luminiscenc pa najnizje.

Pri simptomih je vrednost razmerja luminiscenc okuzenih rastlin najnizja, celo pod
kontolo, najvi§ja nad kontrolo pa je vrednost razmerja luminiscenc slepo inokuliranih
rastlin. Tudi pri simptomih se podatki ujamejo s podatki o aktivnosti peroksidaz (Milavec,
2004).

Koncnetracija H,O; v intaktnih listih (K) doseze do 146 nmol/g sveze mase rastlinskega
materiala. Tako dolo¢ena koncentracija H,O, v intaktnih listih je podobna koncentracijam
H,0; izmerjenih v listih drugih rastlin, kar kljub Stevilnim tezavam kaze na uspes$no
uvedbo metode.
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PRILOGA A

VPLIV TEMPERATRUE NA PRICETEK MERITVE

Slika Al: Prikaz razlicne dolZine ¢asovnega intervala pred pricetkom meritve, kot posledice temperaturne

spremembe nastavitve aparatrue.
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PRILOGA B
PREGLED IN IZBIRA METODE OBDELAVE PODATKOV

Podatki so predstavljeni na eksperimentalnem primeru treh meritev s hkratno analizo Stirih
vzorcev, pri ¢emer je meritev posameznega vzorca potekala 3 s in je bila ponovljena v
Sestih ciklih. Ostali parametri so bili ¢imbolj konstantni. Preglednica B1 prikazuje meritev
vzorca z odgovarjajo¢imi ¢asi in vrednostjo luminiscence v RLU. Opazimo lahko, da je
razlika v ¢asu med meritvijo 1. cikla vzorca (YY) in meritvijo 1. cikla slepega vzorca (SV)
okoli 10 s. Reakcija je potekala tako 10 s dlje v primeru SV v primerjavi z vzorcem Y. Ker
luminiscenca eksponencialono upada v Casu, se je zaradi zakasnjene meritve zgodil
dolocen upad. To je eden izmed razlogov, zakaj preprosta primerjava vrednosti ni najboljsa
opcija. Opazimo lahko tudi variacije v pri¢etku meritve ciklov med meritvami. Vidimo, da
se tretji cikel meritve vzorca Y pri¢ne v primeru prve meritve po 132 s po pricetku
reakcije, v primeru druge meritve po 131 s in v tretjem primeru po 130 s. Vse omenjene
dejavnike je potrebno upostevati pri meritvi.

B.1) Primerjava prve meritve prvega cikla vzorca s prvo meritvijo prvega cikla
standarda

Zanima nas razmerje med vzorcem Y (Vrry) in slepim vzorcem (SVgpLy), pri cemer
razmerje oznacimo z x:

Splosno zapiSemo:

Ve

X =
SVreu ...(2)

Za prvo meritev tako izracunamo,

_ 90RLU _

x= =0,523
172RLU

Rezultat srednje vrednosti (N=3) = S.E, (% S.E/Avr.) : 0,753 = 0,179 (23,8%).
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Preglednica B1: Pregled eksperimentalnih podatkov luminiscence (v RLU) treh meritev s hkratno analizo

stirih vzorcev (okuzeni vzorec (Y), slepo inokulirani vzorec (S), vzorec intaktnih rastlin (K) in slepi vzorec

(SV)) z odgovarjajocimi Casi.

Meritev 1 Meritev 2 Meritev 3
. zaCetek . .
Luknjica vzZorec meritve RLU za?etek za'cetek RLU
) meritve (s) meritve (s)
1.cikel 60 90 60 107 60 197
2.cikel 96 64 95 68 95 141
{ >_‘ 3.cikel 132 44 131 44 130 100
4.cikel 268 36 166 30 165 80
5.cikel 204 27 202 28 200 51
6.cikel 240 25 238 20 235 41
1.cikel 63,46 130 63,46 151 63,46 101
2.cikel 99,46 85 98,46 94 98,46 59
9 N 3.cikel 135,46 62 134,46 69 133,46 43
4.cikel 171,46 43 169,46 50 168,46 32
5.cikel 207,46 39 205,46 42 204,46 19
6.cikel 243,46 28 241,46 28 238,46 16
1.cikel 66,92 84 66,92 160 66,92 205
2.cikel 102,92 46 101,92 97 101,92 121
3 M 3.cikel 138,92 29 137,92 63 136,92 99
4.cikel 174,92 19 172,92 47 136,92 63
5.cikel 210,92 15 208,92 34 171,92 47
6.cikel 246,92 14 244,92 29 206,92 44
1.cikel 70,38 172 70,38 170 70,38 178
2.cikel 106,38 150 105,38 154 105,38 155
4 > 3.cikel 142,38 128 141,38 132 140,38 143
N 4.cikel 178,38 107 176,38 110 175,38 118
5.cikel 214,38 94 212,38 99 210,38 107
6.cikel 250,38 81 248,38 88 245,38 95
B.2) Metoda primerjave vsote ciklov vzorca z vsoto ciklov standarda

n
Zanima nas razmerje med vsoto ciklov vzorca Y (ZVRLU) in vsoto ciklov slepega vzorca

n
SV ( Z SVrLu), pri ¢emer razmerje ozna¢imo z Xx:

i=1

Splosno zapiSemo :
n

i=1

.(3)
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Pri ¢emer n predstavlja Stevilo ciklov.

Za prvo meritev tako izraCunamo,

_ 286RLU

xX= =0,391
732RLU

Rezultat srednje vrednosti (N=3) £+ S.E, (% S.E/Avr.) : 0,517 + 0,125 (24,08%).

B.3) Metoda primerjave plos$¢ine vzorca s plos¢ino standarda

Splosen potek :
Najprej je potrebno narisati graf vseh meritev. Ugotovili smo, da luminiscenca upada po
funkciji Y = Yo+ Ae'bx, zato nariSemo graf na omenjeno krivuljo in dolo¢imo vrednosti Y,

A in b (preglednica B2).

Preglednica B2: Prikaz podatkov potrebnih za izracun ploscine.

1. Meritev 2. Meritev 3. Meritev
vzorec Y slepi vzorec vzorec Y slepi vzorec vzorec Y slepi vzorec
Yo 17,4968 1,6500x107 16,4599 1,0197 2,5343x10°  1,3943x10®
A 161,3990 233,1768 245,9950 225,0518 344,5983 233,4248
b 0,0133 4,2504x10” 0,0166 3,8988x10°  9,0993x10”  3,6856x10™

Sedaj je potrebno za vsak vzorec izracunati plos¢ino.

Ker se krivulja asimptoti¢no priblizuje doloceni vrednosti (Yo) je mozen le izracun med
asimptoto in krivuljo, saj je plos¢ina med krivuljo in osjo x neskon¢no velika.

Y=Y+ de™ NG

Najprej izratunamo nedolo¢ni integral:

! Axe™™ A
Yo+ Ae ™™ Jx = — Y
Jlros aea bxIN(©) bxIN(e) " -0

Vendar zaradi dejstva, da gre limita nase funkcije proti neskon¢nosti ni mozno izracunati
ploscine z mejami od 0 do o oz. je le-ta neskoncno velika.
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Lahko pa izratunamo nedolo¢ni integral naslednje funkcije:

b Vg Axe™ ! ...(6
flae Jix= bx LN(e)  bx LN(e) ©

Za izracun ploscine je potrebno izracunati integral z mejami od 0 do oo.

Uporabimo podatke iz preglednice B2 in izraCunamo plos¢ino p prikazano v preglednici
B3.

Preglednica B3: Pregled izracunane plos¢ine vzorca Y in slepega vzorca (SV).

1. Meritev 2. Meritev 3. Meritev

vzorec Y slepi vzorec vzorec Y slepi vzorec vzorec Y slepi vzorec

plos¢ina (p)  1,2135x10* 5,486x10" 1,483x10* 5,772x10* 3,787x10* 6,333x10"

Zanima nas razmerje med plos¢ino vzorca Y (pV) in vsoto ciklov slepega vzorca (pSV), pri
¢emer razmerje 0zna¢imo z Xx:

Splosno zapiSemo :

Vv
x=L— (7
pSV
Za prvo meritev tako izraCunamo;

_1,213x10°

x= =0,221
5,486 x10°

Rezultat srednje vrednosti (N = 3) £ S.E, (% S.E/Avr.) : 0,358 £+ 0,120 (33,47 %).
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Slika B1: Pregled plos¢ine upada vzorca Y in slepega vzorca tretje meritve.

Slika B1 prikazuje upad luminiscence slepega vzorca in vzorca Y tretje meritve. Pri prvi in
drugi meritvi so vse vrednosti vzorca Y, pod vrednostjo (luminiscenco) slepega vzorca pri
tretji meritvi pa je prva vrednost vzorca Y nad prvo vrednostjo slepega vzorca, ostale pa so
pod njo. Ce narisemo graf opazimo, da krivulja vzorca Y seka krivuljo slepega vzorca.
Kljub temu, da je pred ¢asom 70,38 s krivulja vzorca Y nad krivuljo slepega vzorca, torej
je v tem delu tudi ploscina vecja v primerjavi s plos¢ino slepega vzorca, pa je zaradi
razlike upada luminiscence od Casa 70,38 s do neskoncnosti vecja ploscina slepega vzorca.

B.4) Metoda ekstrapolacije merjenih podatkov na ¢as 0 s

Zanima nas razmerje med luminiscenco vzorca Y (Vrrug) v €asu 0 s in slepim vzorcem
(SVrrvo) v €asu 0 s, pri Cemer razmerje 0znacimo z x:

Splosno zapiSemo :

Vrevo

" SVrivo - (3)

X

Za prvo meritev tako izraCunamo;

_178,9RLU

xX=—7"7-——=0,767
233,2RLU
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Preglednica B4: Izracunane vrednosti luminiscence v ¢asu 0 s z izmerjenimi vrednosti meritve v RLU.

1. Meritev 2. Meritev 3. Meritev
vzorec Y slepi vzorec vzorec Y slepi vzorec vzorec Y slepi vzorec
meritev 90 172 107 170 197 178
Cas0s 178,9 2332 262,5 226,0 344.,6 2334

Rezultat srednje vrednosti (N = 3) + S.E, (% S.E/Avr.) : 1,135 + 0,205 (18,7%).

(1) Dodatna utemeljitev in preveritev natan¢nosti metode

Za na$ primer lahko preverimo natannost metode. Vzemimo za hipoteti¢ni primer,
meritve le petih ciklov, pri ¢emer ne zaénemo meriti prvi vzorec v ¢asu prvega cikla ampak
v Casu drugega cikla. Vzemimo torej, popolnoma enake eksperimentalne podatke kot jih
imamo le, da ne upoStevamo prvega cikla v vseh merjenih vzorcih. Sedaj pa se vprasajmo
kako natan¢no lahko iz podatkov 5-ih ciklov dolo¢imo 1 cikel. Tore;j:

1. nariemo totke na graf in nariSemo krivuljo Y = Yo+ Ae™ za vsak vzorec posebej
vendar le za zadnjih 5 ciklov;
racunalnisko dolo¢imo vrednosti Yy, A in b za vsak vzorec posebej;

3. dolo¢imo vrednost luminiscence v Casu prvega cikla meritve za vsako luknjico
posebe;j.

Sedaj pa je potrebno izracunati Se Y, torej luminiscenco za odgovarjajoce Case ob
upostevanju enadbe Y = Yo+ Ae™™. Ker je bila meritev prvega cikla vzorca Y opravljena v
¢asu 60 s upoStevamo za izracun luminiscence prvega cikla ta Cas, v primeru slepega
vzorca pa cas 70,38 s.

1. Meritev

a) vzorecY
Y =20,1540RLU +196,3142¢™ """ RLU
b) slepi vzorec
Y =30,9713RLU +226,2064¢ """ RLU

Po enakem postopku izracunamo Se ostale vrednosti. Izracunane vrednosti so prikazane v
preglednici BS.
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Preglednica B5: Primerjava izmerjene in na ¢as prvega cikla preracunane luminiscence izrazene v RLU.

1. Meritev (RLU) 2. Meritev (RLU) 3. Meritev (RLU)
vzorec Y slepi vzorec vzorecY slepivzorec vzorecY  slepi vzorec
Izmerjena vrednost prvega cikla 90 172 107 170 197 178
IzraCunana vrednost prvega cikla 96,8 179,1 112,5 186,1 192,2 178,1

Preglednica B6: Pregled povpre¢ne vrednosti na Cas prvega cikla izraCunane luminiscence in izmerjene
luminiscence izrazene v RLU.

Povprecna vrednost RLU (N=3) + S.E (%S.E./Aver.)

izmerjena vrednost prvega cikla Izracunana vrednost prvega cikla
vzorec Y 131,3 +33,2 (24,9%) 133,9 + 29,5 (22,3%)
slepi vzorec (SV) 173,3+2.4 (1,4%) 181,1 £2,1 (1,2%)

Standarnda napaka (S.E.) ocene vzorca Y je 2%, standarnda napaka ocene slepega vzorca
pa 4,5%. Bolj kot sama standardna napaka vzorca Y ali slepega vzorca nas zanima kon¢na
standardna napaka, torej napaka ocene koncentracije oz. v naSem primeru razmerja med
vzorcem Y in slepim vzorcem.

Ce primerjamo napako konénega rezultata (preglednica B7) ugotovimo, da je napaka pri
povprecno izra¢unani vrednosti okoli 1,6 %. Potrebno je upostevati, da je casovni interval
ekstrapolacije, torej Casovni interval za keterega preraCunamo luminiscenco »nazaj« v
primeru prve meritve 36 s 0z. 35 s (2. in 3 .meritev). V naSih ekstrapolacijah uporabljenih
za izracun luminiscence rastlinskega materiala na ¢as 0 s pa je bil ta Cas daljsi in odvisen
od pozicije vzorcka. Tako je bil interval med ¢asom 0 s in prvo meritvijo 60 s, interval med
zadnjo merjeno luknjico prvega cikla in ¢asom 0 s pa variabilen v okolici 70 s. Potrebno je
upostevati, da je napaka v primeru daljSega intervala, uporabljenega za izracun
luminiscence v ¢asu 0 s, verjetno visja.

Preglednica B7: Pregled razmerja med vzorcem Y in slepim vzorcem za izmerjeno in izracunano vrednost
prvega cikla.

Vzorec Y/slepi vzorec

1. Meritev 2. Meritev 3. Meritev

Povprecje = S.E

izmerjena vrednost prvega cikla 0,523 0,629 1,107 0,753 +£ 0,179 (23,8%)
izraCunana vrednost prvega cikla 0,540 0,605 1,079 0,741 £ 0,169(22,9%)

Vprasati se moramo kolikSna je napaka ¢e uporabimo drugo »najboljSo« metodo in
zanemarimo njene pomanjkljivosti. Izmed omenjenih metod je druga najprimernejsSa
metoda primerjave meritve prvega cikla vzorca z meritvijo prvega cikla slepega vzorca. V
naSem primeru, torej primerjamo rezultate nasega hipoteti¢nega prvega cikla oz. dejansko
izmerjenega drugega cikla, katere podatke dobimo pri meritvi. Tako izraCunamo:
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64RLU 68RLU I14IRLU
= L] s XZ:—ZO, , =—————=1U,

X =——=
I50RLU 154RLU I55RLU
In dobimo rezultat (N = 3) + S.E, (% S.E/Avr.) : 0,593 + 0,159 (26,76%).

Ce upostevamo drugo »najprimernej$o« metodo dobimo konéni rezultat, kateri za 21, 3%
odstopa od dejansko izmerjenega rezultata v ¢asu prvega cikla. Ce upostevamo, da je
pretekel Cas od zaCetka reakcije do merjenja minimalno 60 s, v nasem »hipotetiénem
primeru« pa le 35 oz. 36 s, lahko pricakujemo Se vecjo napako, torej Se vecjo podcenitev
nasega rezultata, v primeru uporabe druge »najprimernejSe« metode. Z metodo
ekstrapolacije luminiscence na Cas prvega cikla pa naredimo napako okoli 1,6%, zato je
omenjena metoda ve¢ kot primerna za izracun rezultata nasih meritev.

V primeru, ko smo merili standard visokih koncentracij vodikovega peroksida v 10-ih
ciklih, saj je le pri visokih koncentracijah mo¢ meriti luminiscenco dalj ¢asa, in smo nato iz
zadnjih Sestih ciklov izraunali vrednost v tretjem ciklu, smo dobili razmerje med napako
ocene in dejansko meritvijo v intervalu med -8,13% do — 0,6%. Podatek napake je
pomemben saj je omenjeni ¢asovni interval (med 6-im in 3-jim ciklom) podoben nasim
casovnim intervalom ekstrapolacije uporabljene na Cas 0 s in tako podaja priblizno oceno
napake v ekstapolaciji luminiscence standarda.
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