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Metodicka prirucka vznikla za financnej podpory Ministerstva podohospodarstva a rozvoja
vidieka SR a je vystupom rieSenia ulohy odbornej pomoci ¢. 27 pre rok 2025 ,, Vyskum
tolerancie voci suchu vybranych druhov polnohospodarskych plodin pre udrzatelnost' a
adaptaciu ku klimatickym zmenam*, v ramci kontraktu MPRV SR (1131/2024/MPRVSR-930)
a NPPC (284/2024/NPPC).

Pri priprave tejto metodickej prirucky boli nastroje umelej inteligencie BioRender.com a Nano
Banana Pro pouzité vyhradne na tvorbu grafickych ilustracii a schém. Textova cast dokumentu
nebola generovana pomocou Al; autorka ju spracovala na zaklade odbornych poznatkov a
experimentalnych dat.
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1. Uvod

Sucho predstavuje jeden z najvyznamnejSich abiotickych stresovych faktorov, ktory zasadne
obmedzuje rast, fyziologické procesy a produkény potencidl pol'nohospodarskych plodin.
Vznika ako dlhodoby deficit zrazok, ktory vedie k znizovaniu dostupnosti vody v pode,
naruseniu vodného hospodarenia rastlin a naslednému poklesu rastu a urod (Bandurska a kol.,
2017). Predpoklada sa, ze klimaticka zmena v najblizSich desatrociach spdsobi CastejSie a
vyraznejSie obdobia sucha. To zdoraznuje potrebu detailne opisat’ mechanizmy, ktoré rastlinam
umoziuju udrzat’ si kI'icové fyziologické funkcie pri nedostatku vody a po ustupe stresu opat’
efektivne obnovit’ metabolickt aktivitu (Cai a kol., 2020). Reakcia rastlin na vodny deficit je
komplexna a zahffia viaceré urovne adapticie, vratane skracovania vegetacného cyklu,
mechanizmov obmedzujucich transpiraéné straty a modifikacie korenového systému, ako aj
mechanizmov tolerancie zaloZzenych na osmotickej regulacii, upravach biomechanickych
vlastnosti bunkovych stien a aktivécii antioxida¢nych systémov minimalizujucich oxida¢né
poskodenie (Kishor a kol., 2014; Sallam a kol., 2019). Kedze sa jednotlivé adaptacné
mechanizmy cCasto prekryvaju a ich intenzita zavisi od genotypu, je nevyhnutné pouzivat
spol'ahlivé biochemické ukazovatele na rozliSenie reakénych typov rastlin a na posudenie ich
adaptac¢ného potencialu. Jednym z najvyraznejSich metabolitov akumulovanych poc¢as vodného
stresu je prolin. Tento kompatibilny osmolit prispieva k stabilizdcii membran a proteinov,
udrziavaniu redoxnej rovnovahy a podporuje obnovu metabolickej aktivity po ustupe stresu
(Szabados a Savouré, 2009). ZvySend akumuldcia prolinu vSak nie je jednoznacnym
indikatorom tolerancie, pretoze vysoké koncentrécie sa ¢asto pozoruju aj u stresovo citlivych
genotypov, kde skor odrdzaji rozsah poskodenia nez odozvu na adaptéciu (Bandurska a kol.,
2017). Naopak, viacer¢ §tidie na jaémeni preukézali, ze akumulacia prolinu moze podporovat’
stabilitu fotosyntetickej aktivity, metabolické funkcie a tvorbu lateralnych koretiov, €o prispieva
k zlepSenej rastovej odozve pri nedostatku vody (Frimpong a kol., 2021). Vodny stres zaroven
vedie k nadprodukcii reaktivnych foriem kyslika (ROS), ktoré poSkodzuju lipidy, proteiny aj
fotosyntetické pigmenty a ich akumulicia spdsobuje vyrazny oxida¢ny tlak na bunkové
Struktary (Samanta a kol., 2024). Miera lipidovej peroxidacie sa preto casto hodnoti
prostrednictvom malondialdehydu (MDA), stabilného produktu oxidéacie polynenasytenych
mastnych kyselin, ktory predstavuje jeden z markerov oxida¢ného poskodenia bunkovych
membran (Heath a Packer, 1968). Okrem toho st doleZitym ukazovatel'om stresu aj zmeny v
obsahu fotosyntetickych pigmentov, predovsetkym chlorofylu a, chlorofylu b a karotenoidov,
ktorych redukcia odraza naruSenie funkcnosti fotosyntetického aparatu a pokles schopnosti
rastliny efektivne vyuZzivat’ svetelnu energiu (Lichtenthaler a Wellburn, 1983). Ked’ze uvedené
mechanizmy prebiehaju paralelne a vzajomne sa ovplyviiuji, kombinované hodnotenie prolinu,
fotosyntetickych pigmentov a MDA poskytuje komplexny a citlivy nastroj na sledovanie
reakcie rastlin na vodny deficit a umoziuje spol'ahlivo rozliSovat’ tolerantné a citlivé genotypy
(Cai a kol., 2020). Ich spolocné monitorovanie prindsa informdacie o Urovni osmoregulacie,
funkénom stave fotosyntetického aparatu a rozsahu oxidacného poskodenia, ¢im vytvéara
robustny zdklad pre fyziologické aj Slachtitel'ské Studie zamerané na adapticiu rastlin na
podmienky sucha.

Ciel'om tejto metodickej prirucky je poskytnut’ jednotny, reprodukovatelny a experimentalne
overeny subor laboratornych postupov na stanovenie uvedenych biochemickych parametrov



(Obrazok 1). Prirucka je zalozena na spektrofotometrickych metodach a doplnend o
odporicania tykajice sa manipulacie so vzorkami, vypoctov koncentracii, Statistického
spracovania udajov a interpretacie vysledkov. Tento komplexny metodicky ramec umoziuje
efektivne porovnavat’ reakcie jednotlivych genotypov v odlisnych podmienkach a tym
podporuje vyskum tolerancie rastlin vo¢i suchu, ktoré predstavuje jednu z kl'aCovych vyziev
pol'nohospodarstva.

Obrazok 1: Vplyv sucha na rastlinu a vznik oxida¢ného stresu v bunke (vytvorené pomocou Nano
Banana Pro).



2. Potrebny material a pomocky

e 1,5 ml mikrocentrifuga¢né skumavky (Eppendorf; safe-lock)

e 2 ml mikrocentrifugacné skamavky

e homogenizacné gul'6¢ky (nerezové alebo keramické)

e stojan na skumavky do tekutého dusika

o tekuty dusik

o automatické pipety s objemom 10 pL; 200 pL a 1000 uL.

o $pic¢ky na automatické pipety (r6zne velkosti)

e UV-transparentné mikrotitracné platni¢ky (96 jamiek)

e odmerné valce

e odmerné banky

e Erlenmayerova banka

e hnedé laboratorne flaSe alebo alobal v pripade priehl'adnych flia§ (na reagencie
podliehajice rozkladu na svetle)

e Tad

e chladiaci stojan

e vodny kupel

e centrifuga

e ochranné rukavice

e okuliare

e laboratorny plast

e nadoba na chemicky odpad (osobitne pre roztoky s TCA)

o nadoby na pestovanie rastlin

e pestovatel'sky substrat

e osivo testovanych plodin/genotypov



3. Chemikalie a pristrojové vybavenie

e Chemikalie
e 96 % (v/v) etanol
e Tladova kyselina octova
e ninhydrin
e L-prolin
e destilovana voda
e 80 % (v/v) aceton
e kyselina trichloroctova (TCA)
e kyselina thiobarbiturova (TBA)

o Pristrojové vybavenie
e TissueLyser (alebo ekvivalentny homogenizator rastlinnych pletiv)
e chladena centrifuga (4 °C)
e termoblok alebo vodny kupel’ (do 95 °C)
¢ magnetickd mieSacka s ohrevom (na pripravu TBA reagencie)
e vortex
e analytické vahy (presnost’ 0,1 mg)
e NanoDrop spektrofotometer
e mikroplatnickovy spektrofotometer
e chladnicka (4 °C)
e mraznicka (-20 °C)
e hlbokomraziaci box (-80 °C)
e rastova komora/fytotron
e pddny vlhkomer, napr. WET-2 Sensor (Delta-T Devices, Cambridge, UK)



4. Metodika

4.1 Priprava rastlinného materialu

4.1.1 Priprava rastlinného materialu pre biochemické analyzy

1. Vysev semien
o Semena rastlin sa vysievaju do vegetacnych nadob (200 - 500 mL) naplnenych
pestovatel'skym substraitom homogénnym pestovatel'skym substratom. Do
kazdej nddoby sa vysieva rovnaky pocet semien, aby sa zabezpecila
porovnatel'na hustota porastu (Obrazok 2).
Pozndamka: Biologické opakovania: Pre kazdy experimentalny variant a analyzovanu skupinu

rastlin sa pripravuju minimalne tri nezavisié biologické opakovania.

Obrazok 2: Priprava vegetacnych nadob a vysev semien ako uvodna faza experimentu. Vlavo
si zobrazené nadoby naplnené homogénnym substratom, vpravo je znadzorneny rovnomerny
vysev semien (autor S. Kattukova).

Pociatocné kroky zabezpecujuce Standardizované vychodiskové podmienky potrebné pre nasledné
fyziologickeé a biochemickeé analyzy.

2. Podmienky pestovania:
o Rastliny sa pestuju v kontrolovanych podmienkach rastovej komory (fytotronu)
(Obrazok 3):
= fotoperioda: 14 - 16 h svetlo/ 8 - 10 h tma,
= intenzita osvetlenia: 150 - 250 pumol-m™2-s™! fotosynteticky aktivneho
ziarenia (PAR)



= teplota: 20 - 25 °C pocas dila, 16 - 20 °C pocas noci,
= vlhkost’: 40 - 70 % RH podl'a zariadenia.
Poznamka:

®  Podmienky musia zostat pocas celého experimentu stabilné, aby sa minimalizovala
environmentalna variabilita, ktora by mohla ovplyvnit biochemické analyzy.

e Fotoperioda a teplota musia byt upravené podla pozZiadaviek konkrétneho
rastlinného druhu (vyssie uvedené podmienky su prikladom pre jacmen siaty
(Hordeum vulgare L.)).

Obrazok 3: Pestovanie rastlin v kontrolovanych podmienkach rastovej komory (autor S.
Kanukova).

Rastliny su umiestnené v klimaticky regulovanom priestore s definovanou fotoperiodou, teplotou a
intenzitou osvetlenia, ¢o zabezpecuje homogénne podmienky pocas celého experimentu.

4.1.2 Aplikacia stresu suchom

1. Rozdelenie rastlin do experimentalnych variantov
o Rastliny sa po vzideni rozdelia do dvoch zakladnych experimentalnych skupin:
= kontrola (well-watered, WW)
= stres suchom (drought stress, DS)
o Pre kazdy variant sa pripravuji minimalne tri biologické opakovania.

Poznamka: Rovnaky pocet rastlin v jednotlivych variantoch je nevyhnutny pre Statisticku
porovnatelnost.
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2. Aplikacia stresového faktora suchom
o Experiment sa za¢ina vo vybranom rastovom $tadiu rastliny (napr. Stadium 1.
listu).
o V kontrolnom variante sa substrat udrziava rovnomerne vlhky, bez vykyvov.
o V stresovom variante sa zalievka obmedzi, aby doslo k postupnému zniZeniu
dostupnosti vody.

Odporticany vSeobecny postup:

oV pripade kontroly udrziavat’ optimalnu vlhkost’ substratu (napr. 30 - 50 %
VWC - Volumetric Water Content = objemova vlhkost’ pody/substratu).

o Pri strese je potrebné ponechat’ vlhkost’ substratu klesnut’” do definovaného
stresového rozsahu (napr. 10 - 25 % VWC - Volumetric Water Content =
objemova vlhkost’ pody/substratu).

Poznamka:
o Kategorie vodného stresu (podla Brahmi a kol., 2023):
o mierny stres. okolo 50 % FC (field capacity)
o stredny stres: 30 - 35 % FC
o silny stres: pod 20 % FC
Konkrétne hodnoty vihkosti sa lisia podla druhu rastliny, typu substratu, podmienok
kultivacie a experimentalnych pozZiadaviek.

3. Monitorovanie vlhkosti substratu
o Vlhkost’ sa monitoruje denne pomocou:
= senzorov podnej vlhkosti,
= alebo gravimetrickou metédou (vazenie nadob).
o Kazdy den sa zaznamena:
= hodnota VWC (%),
* mnozstvo doplnenej vody (ak bolo potrebné),
= ¢as merania.
o Zalievka sa prispdsobuje tak, aby bol zachovany rozdiel medzi kontrolou a
stresom.
Poznamka: Gravimetrickd metoda je lacnd, ale menej presnd (zvySujuica sa hmotnost rastlin
skresluje skutocnu hodnotu vihkosti pody). Pri biochemickych analyzach sa odporica pouzivat
senzorické meranie.

4. Doba trvania stresového podnetu

o Stres sa udrziava pocas predom definovaného obdobia (napr. 3 - 14 dni), podl'a
ucelu experimentu.

o Rastliny v jednotlivych variantoch st rozmiestnené v ndhodnom usporiadani,
aby sa minimalizoval vplyv podmienok prostredia (napr. rozdiely v svetelnych
¢i teplotnych pomeroch).

Pozndmka: DIzka stresu ovplyvije intenzitu akumuldcie prolinu, MDA aj degraddciu
pigmentov. Musi byt rovnaka pre vietky varianty.
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5. Ukoncenie experimentu a odber listov pre analyzy
o Odber rastlinného materidlu sa vykonava, ked’ rastliny dosiahnu pozadovany
stupent stresovej odozvy (napr. viditelny pokles turgoru alebo definovanu
vlhkost’ substratu), a to aj vo viacerych terminoch, aby bolo mozné sledovat’
dynamiku zmien (Obréazok 4).
= Qdber listov sa vykonava:
e v rovnakom dennom case,
e zrovnakej pozicie na rastline,
e zarovnakych svetelnych podmienok.
o Odobraté¢ listy sa okamzite zmrazia v tekutom dusiku a uskladnia pri — 80 °C.

Poznamka: Koncentracia MDA, prolinu aj fotosyntetickych pigmentov sa menia v zavislosti od
teploty, svetla a hydratacie — okamzité zmrazenie je nevyhnutné.

Obrazok 4: Morfologické rozdiely medzi rastlinami pestovanymi pri dostato¢nej dostupnosti
vody a rastlinami vystavenymi stresu suchom (autor S. Katiukova).

Popis: Viavo: rastliny pestované pri obmedzenom prisune vody vykazujuce redukovany rast. Vpravo:
rastliny pestované pri pravidelnej a dostato¢nej zavlahovej davke (kontrolny variant).

4.2 Stanovenie obsahu prolinu v listoch

Stanovenie vol'ného prolinu vychddza z kolorimetrickej reakcie prolinu s ninhydrinom v
kyslom prostredi podl'a Bates a kol. (1973) (Obrazok 5). Pri inkubdcii reakénej zmesi pri 95 °C
vznikéd Specificky cervenofialovy komplex prolin - ninhydrin, ktorého intenzita je priamo
umernd koncentracii prolinu v rastlinnom pletive. Po kratkom ochladeni sa reakény produkt
meria spektrofotometricky pri 520 nm. Kvantifikdcia prebieha pomocou kalibra¢nej krivky
pripravenych Standardnych roztokov L-prolinu. Metoda je Siroko pouzivana na hodnotenie
akumulécie prolinu pri abiotickych stresoch a umoziiuje presné porovnanie medzi genotypmi a
experimentalnymi podmienkami.
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Obrazok 5: Schematické znazornenie stanovenia prolinu podl'a modifikovanej metody Bates
a kol. (1973) (vytvorené¢ pomocou BioRender).
(A) Priprava rastlinného extraktu: Navazenie Cerstvého rastlinného materialu, kryogénna
homogenizacia v tekutom dusiku, extrakcia v 96 % etanole, nasledovana centrifugaciou
za studena na ziskanie Cireho supernatantu obsahujiuceho vol'ny prolin.

(B) Analyza rastlinného extraktu: Pridanie extraktu k ninhydrinovej reakénej zmesi v
kyslom prostredi, inkubécia pri 95 °C s tvorbou cervenofialového komplexu prolin—
ninhydrin, nasledné ochladenie reakcie a meranie absorbancie pri 520 nm na
mikroplatnickovom readeri alebo spektrofotometri NanoDrop.

(C) Priprava_kalibracnej krivky: Priprava Standardnych roztokov L-prolinu, inkubacia
podla rovnakého postupu ako pri analyzovanych vzorkach, meranie absorbancii pri 520
nm a priprava kalibra¢nej krivky na kvantitativne stanovenie prolinu v analyzovanych
extraktoch.

4.2.1 Priprava rastlinné¢ho extraktu

1. Z Eerstvého rastlinného materidlu sa navazi 50 mg mladych listov (bez hlavnej zilnatiny)
do 1,5 ml mikrocentrifuga¢nej skimavky.
Poznamka: Na zabezpecenie porovnatelnosti vysledkov sa odporica odoberat’ listy
z plne vyvinutého listu a v rovnakej pozicii na rastline (napr. druhy az treti list od
vrcholu).

2. Skumavka so vzorkou sa kratkodobo ponori do tekutého dusika a nasledne sa vzorka
homogenizuje v pristroji TissueLyser pocas 30 s pri maximalnej frekvencii (30 Hz).
Poznamka:
eV pripade nedostatocnej homogenizdcie je mozné postup zopakovat po
opdtovnom ochladeni vzorky v tekutom dusiku.
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o  Homogenizdacia pri kryogénnych podmienkach zabezpecuje efektivne
rozruSenie rastlinného pletiva a minimalizuje enzymaticku degraddciu
nizkomolekulovych metabolitov.

3. K homogenizovanému rastlinnému materidlu sa prida 500 pL 96 % (v/v) etanolu a
vzorka sa dokladne premieSa vortexovanim, aby sa zabezpecil prechod rozpustnych
zloziek do extrakéného roztoku.

Pozndamka: Pocas celej extrakcie musia byt vzorky uchovavané pri teplote <4 °C alebo
na lade.

4. Vzorky sa centrifuguji pocas 10 min pri 4 000 rpm a teplote 4 °C.
Pozndamka: Pred zacatim centrifugdcie musi byt centrifuga vychladenda na teplotu 4 °C.

5. Po centrifugécii sa supernatant opatrne prenesie do novej mikrocentrifugacnej
skimavky pomocou automatickej pipety, priCom sa zabrani nasatiu sedimentu.

6. Pripraveny supernatant sa pouZzije priamo na stanovenie obsahu prolinu alebo sa rozdeli
na alikvoty, ktoré sa zmrazia v tekutom dusiku a skladuju pri teplote -80 °C.
Poznamka: Kazdy alikvot sa rozmrazuje vylucne raz.

4.2.2 Stanovenie obsahu prolinu

Priprava reak¢nej zmesi pre stanovenie prolinu:

1. Do odmerného valca s objemom 50 ml sa pripravi reakénd zmes postupnym odmeranim:

o 10ml 96 % (v/v) etanolu - pre dosiahnutie kone¢nej koncentracie 20 %
),

o 30ml =99 % (v/v) ladovej kyseliny octovej - pre dosiahnutie kone¢nej
koncentracie 60 % (v/v),

o 0,5 g ninhydrinu - ¢o zodpoveda konecnej koncentracii 1 % (w/v) pri
celkovom objeme 50 ml.

Upozornenie:

e  Ninhydrin je drazdiva chemikalia (H315, H319, H335), ktord méze sposobit
podrazdenie koze a zafarbenie pokozky. Pri manipuldcii je potrebné pouzivat
ochranné rukavice, okuliare a pracovat' v digestore, najmd pocas zahrievania
reakcnej zmesi.

o Kyselina octova (= 99 %) je horlava latka a sposobuje poleptanie kozZe a oci;
pri manipuldcii je potrebné pouzivat rukavice, okuliare a pracovat’' v digestore.

2. Po pridani jednotlivych zloziek sa objem doplni destilovanou vodou na 50 ml a zmes sa
dokladne premieSa, az kym sa nevytvori homogénny roztok.
Poznamka:
o Celkovy objem reakcnej zmesi je 50 ml, co postacuje priblizne na 50 vzoriek pri
pouziti 1 ml reakcnej zmesi na jednu vzorku.
o Vsetky roztoky, pokial nie je uvedené inak, sa pripravujii cerstvé v den analyzy,
chrania sa pred priamym svetlom a uchovavaju sa pri laboratornej teplote.
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Stanovenie prolinu:

1. Do 1,5 ml mikrocentrifugacnej skimavky sa pomocou automatickej pipety prida 500
uL rastlinného extraktu a 1 ml pripravenej reakénej zmesi.

2. V pripade referen¢nej vzorky je potrebné pripravit’ zmes 500 pL 96 % (v/v) etanolu a 1
ml pripravenej reakcnej zmesi.

Pozndamka: Referencna (slepd) vzorka (blank) sa pripravuje na ucely korekcie pozadia
reakcie. Obsahuje rovnaké objemy rozpustadla a reakcnej zmesi ako analyzovana
vzorka, avsak neobsahuje rastlinny extrakt ani prolin. Meranie absorbancie
analyzovanych vzoriek oproti referencnej vzorke umoznuje eliminovat pozadie
reagencii (rozpustadla) k celkovej absorbancii a zabezpecuje, Ze namerana hodnota
zodpovedad vylucne reakcii prolinu s ninhydrinom.

3. Skumavky sa ihned’ uzavru, zhomogenizujii pomocou vortexu a inkubuju sa vo vriacom
vodnom kupeli alebo v termobloku (95 °C) poc¢as 20 min.
Poznamka: Pocas inkubdcie prebicha reakcia prolinu s ninhydrinom, ktora je
sprevadzana vznikom Cerveného aZz Cervenofialového sfarbenia reakcnej zmesi;
intenzita sfarbenia je priamo umernd obsahu prolinu vo vzorke.

4. Po ukonceni inkubdcie sa skimavky ihned’ vyberu z vodného kupel’a alebo termobloku
a okamzite sa prenesu do nadoby s I'adom, kde sa ochladzuji pocas 5 min.
Poznamka:
o Okamzité ochladenie je nevyhnutné na zastavenie reakcie prolinu s
ninhydrinom. Oneskorené ochladenie moze viest k pokracovaniu reakcie a k
nadhodnoteniu nameranej absorbancie.
o VSetky vzorky musia byt ochladzované rovnaky cas, aby sa zabezpecila
porovnatelnost vysledkov.

5. Po ochladeni sa reak¢né zmesi kratko premieSaju a z kazdej skimavky sa pomocou
automatickej pipety odoberie:
o 200 pL reakénej zmesi do jamiek mikrotitracnej platne v pripade merania na
mikroplatnickovom spektrofotometri, alebo
o 5-10 pL reakénej zmesi v pripade merania na NanoDrop spektrofotometri.
Poznamka:
o Pre kazdu vzorku sa odporuca pripravit minimdlne dve technické opakovania.
e Pri pipetovani je potrebné zabezpecit, aby v odoberanom objeme neboli
pritomné vzduchové bubliny, ktoré mozu ovplyvnit presnost merania.

6. Absorbancia reakénych zmesi sa meria pri vlnovej dizke 520 nm pomocou
spektrofotometra alebo mikroplatni¢kového reader oproti referencnej (slepej) vzorke.
Poznamka:

e Pri absorbanciach vyssich ako 1,0 méze dojst k naruseniu linedrnej zavislosti
medzi koncentraciou a absorbanciou v dosledku vplyvu rozptyleného (stray)
svetla. Preto je potrebné takéto vzorky zriedit 96 % (v/v) etanolom, aby ich
absorbancia bola nizsia nez 1,0 (Simonian a Smith, 2006).
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e  Pred meranim sa odporuca skontrolovat Cistotu optickej drahy a odstranit
pripadné necistoty.
e  Merania sa vykonavaju pri laboratornej teplote a za rovnakych podmienok pre

vSetky vzorky.

Priprava kalibracnej krivky Standardov L-prolinu

e Pracovné Standardy uvedené v Tabulke 1 sa pripravuji riedenim 2 mM zasobného
roztoku L-prolinu do 1,5 ml mikrocentrifugacnych skimaviek. Ako rozpustadlo pre
riedenie zdsobného roztoku sa pouziva 96 % (v/v) etanol, ktory je identicky s
rozpuStadlom pouzitym pri priprave rastlinnych extraktov. Celkovy objem kazdého
pracovného Standardu je 2 000 pL (2 ml).

Poznamka: PouZitie etanolu pri priprave pracovnych Standardov zabezpecuje rovnaké
reakcné prostredie pre Standardy aj analyzované vzorky pocas reakcie s ninhydrinom.

Tabulka 1: Priprava Standardnych roztokov L-prolinu pre pripravu kalibra¢nej krivky.

Koncentracia Riedenie Objem 2 mM zasobného Objem rozpust’adla

prolinu (mM) roztoku (uL) (nL)
2 Ix 2000 0

1 2x 100 100
0,75 2,67x 750 1250
0,5 4x 500 1500
0,25 8x 250 1750
0,1 20x 100 1900
0,075 26,67x 75 1925
0,05 40x 50 1950

e Postup pripravy Standardov:
1. Do kazdej 1,5 ml mikrocentrifugacnej skimavky sa pomocou automatickej
pipety odoberie prislusny objem z 2 mM zésobného roztoku L-prolinu podl'a
Tabulky 1.

2. Nasledne sa do skumavky doplni potrebny objem rozpustadla (96 % (v/v)
etanolu) do kone¢ného objemu 2 ml.

3. Kazdy pripraveny Standard sa dokladne premieSa kratkym vortexovanim.
e Stanovenie absorbancie Standardov:
1. Do kazdej skimavky sa pomocou automatickej pipety odoberie 500 pL

prislusného pracovného Standardu L-prolinu. Nasledne sa do kazdej skiimavky
prida 1 ml pripravenej reakénej zmesi.
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2. Skimavky sa ihned’ uzavra a jemne premieSaju kratkym vortexovanim alebo
opatrnym preklopenim.
Pozndamka: Po pridani reakcnej zmesi je potrebné postupovat plynulo a v
rovnakom poradi, aby sa zabezpecila rovnaka inkubacna doba pre vsetky
Standardy.

3. Skumavky sa umiestnia do vodného kupel'a alebo termobloku vyhriateho na
95 °C a inkubujt sa pocas 20 min.

4. Po ukonceni inkubacie sa skimavky ihned’ vybera a okamzite ochladia na l'ade
pocas 5 min, ¢im sa reakcia zastavi.

5. Po ochladeni sa reakéné zmesi kratko premiesaji a zo Standardov sa nasledne
odoberie:
o 200 pL reakénej zmesi do jamiek mikrotitracnej platne v pripade merania
na mikroplatni¢kovom spektrofotometri,
o alebo 5 - 10 pL reakénej zmesi v pripade merania na NanoDrop
spektrofotometri.

6. Absorbancia jednotlivych Standardov sa meria pri 520 nm oproti referencnej
(slepej) vzorke.

4.3 Stanovenie obsahu fotosyntetickych pigmentov v listoch

Stanovenie fotosyntetickych pigmentov je zalozené na extrakcii chlorofylu a, chlorofylu b a
karotenoidov v 80 % (v/v) acetone a naslednom spektrofotometrickom merani ich absorbancie
pri charakteristickych vinovych dizkach podla Lichtenthaler & Wellburn (1983). Chlorofyl a
vykazuje absorpéné maximum pri 663 nm, chlorofyl b pri 646 nm a karotenoidy absorbuji
najintenzivnejSie v oblasti 470 nm. Merania sa realizuji voci slepej (referencnej) vzorke
obsahujucej 80 % (v/v) aceton, priCom absorbancia po od¢itani blanku sluZzi na vypocet
koncentracie jednotlivych pigmentov. Metdda predstavuje rychly a spolahlivy postup na
hodnotenie stavu fotosyntetického aparatu a fyziologickych reakcii rastlin na environmentalne
stresové podmienky. Grafické zndzornenie celého postupu, vratane pripravy rastlinného
extraktu, merania absorbancie a vypoctu koncentracii pigmentov, je uvedené na Obrazku 6.
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extraktu
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supernatantu

Obrazok 6: Schéma stanovenia fotosyntetickych pigmentov podla modifikovane; metody
Lichtenthaler & Wellburn (1983) (vytvorené pomocou BioRender).

(A) Priprava rastlinného extraktu: Homogenizacia listového pletiva, pridanie 80 % (v/v)

acetonu, centrifugacia a ziskanie ¢ireho supernatantu obsahujiceho fotosyntetické

pigmenty.
(B) Stanovenie absorbancie: Prenesenie supernatantu na NanoDrop alebo mikroplatnicky a
meranie absorbancie pri 663 nm, 646 nm a 470 nm voc¢i 80 % (v/v) acetonu ako blanku.
(C) Wipocet koncentrdcii fotosyntetickych pigmentov: Vypocet koncentracie chlorofylu a,
chlorofylu b a karotenoidov pomocou rovnic podla Lichtenthaler & Wellburn (1983).

4.3.1 Priprava rastlinného extraktu

1. Z Cerstvého rastlinného materialu sa navazi 50 mg mladych listov (bez hlavnej Zilnatiny)
do 1,5 ml mikrocentrifugacnej skimavky.
Poznamka: Na zabezpecenie porovnatelnosti vysledkov sa odporuca odoberat’ listy
z plne vyvinutého listu a v rovnakej pozicii na rastline (napr. druhy az treti list od
vrcholu).

2. Skumavka so vzorkou sa kratkodobo ponori do tekutého dusika a nasledne sa vzorka
homogenizuje v pristroji TissueLyser pocas 30 s pri maximalnej frekvencii (30 Hz).
Poznamka:
e V pripade nedostatocnej homogenizdcie je mozné postup zopakovat po
opdtovnom ochladeni vzorky v tekutom dusiku.
o Homogenizdicia pri  kryogénnych podmienkach zabezpecuje efektivne
rozruSenie rastlinného pletiva a minimalizuje enzymaticku degradaciu
nizkomolekulovych metabolitov.
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3. K homogenizovanému rastlinnému materialu sa prida 1500 pL 80 % (v/v) acetéonu a
vzorka sa dokladne premieSa vortexovanim, aby sa zabezpecil prechod rozpustnych
zloziek do extrakéného roztoku.

Pozndamka: Pocas celej extrakcie musia byt vzorky uchovavané pri teplote <4 °C alebo
na lade.

4. Vzorky sa centrifuguju pocas 5 min pri 4 000 rpm a teplote 4 °C.
Pozndamka: Pred zacatim centrifugdcie musi byt centrifiiga vychladena na teplotu 4 °C.

5. Po centrifugécii sa supernatant opatrne prenesie do novej mikrocentrifugacnej
skiimavky pomocou automatickej pipety, priCom sa zabrani nasatiu sedimentu.

6. Pripraveny supernatant sa pouzije priamo na stanovenie obsahu fotosyntetickych
pigmentov alebo sa rozdeli na alikvoty, ktoré sa zmrazia v tekutom dusiku a skladuju
pri teplote -80 °C.

Poznamka: Kazdy alikvot sa rozmrazuje vylucne raz.

4.3.2 Stanovenie obsahu fotosyntetickych pigmentov

1. Po centrifugécii sa z pripraveného extraktu odoberie:
o 200 pL reak¢nej zmesi do jamiek mikrotitracnej platne v pripade merania na
mikroplatnickovom spektrofotometri,
o alebo 5 - 10 pL reakénej zmesi v pripade merania na NanoDrop
spektrofotometri.

2. Absorbancia sa meria na spektrofotometri pri vinovych dizkach charakteristickych pre
jednotliveé pigmenty:
o 663 nm - absorpéné maximum chlorofylu a,
o 646 nm - absorpéné maximum chlorofylu b,
o 470 nm - oblast dominantnej absorpcie karotenoidov.

Pred meranim kaZdej vzorky je potrebné:

o pri merani na mikroplatnickovom readeri je referencnou vzorkou samotny 80 %
(v/v) acetdbn v rovnakom objeme ako analyzované vzorky a merania sa
vykonavaju voci tejto referencii (blanku).

o Pri merani na pristroji NanoDrop sa pred meranim vykona nulovanie
absorbancie pomocou 80 % (v/v) acetonu a nasledne sa meraju analyzované
vzorky.

Poznamka:
e Vzorky musia byt pocas merania chranené pred svetlom, aby sa zabradnilo
degradacii pigmentov.
e Pri absorbancidach vyssich ako 1,0 mozZe dojst k naruSeniu linedarnej zavislosti
medzi koncentrdciou a absorbanciou v dosledku vplyvu rozptyleného svetla.
Preto je potrebné takéto vzorky zriedit 80 % (v/v) acetonom a meranie
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zopakovat. Cielom je dosiahnut aby absorbancia meranych vzoriek bola nizsia
nez 1,0 (Simonian a Smith, 2006).

4.4 Stanovenie obsahu malondialdehydu (MDA) - TBARS metodou

Stanovenie malondialdehydu (MDA) vychadza z TBARS met6dy podl’a Heath & Packer (1968)
pouzivanej na hodnotenie lipidovej peroxidacie v rastlinnom pletive (Obrazok 7). Pri reakcii
MDA s kyselinou tiobarbiturovou (TBA) v kyslom prostredi vznika ruzovo-cerveny MDA-
TBA komplex, ktorého intenzita po inkubacii pri 95 °C koreluje s mnozstvom MDA vo vzorke.
Absorbancia sa meria spektrofotometricky pri 532 nm, pricom korekcia zékalu sa vykonava
odcitanim absorbancie pri 600 nm. Koncentracia MDA sa vypocita z korigovanej absorbancie
pomocou extinkéného koeficientu 155 mM'xcm™'. Metoda predstavuje Standardny postup
hodnotenia oxidacného stresu v listoch rastlin.

(A) PRIPRAVA RASTLINNEHO MATERIALU |[ (B) ANALYZA RASTLINNEHO MATERIALU
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X
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Obrazok 7: Schematické zndzornenie stanovenia obsahu malondialdehydu (MDA) v
rastlinnom pletive (vytvorené pomocou BioRender).

(A) Priprava rastlinného extraktu: Homogenizécia listového pletiva, pridanie 0,1 % TCA,
centrifugdcia a ziskanie ¢ireho supernatantu s obsahom MDA.

(B) Stanovenie absorbancie: ZmieSanie supernatantu s TBA reagenciou, inkubécia pri
95 °C a meranie absorbancie MDA-TBA komplexu pri 532 nm s od¢itanim hodnoty
pri 600 nm.

(C) Wypocet koncentracie MDA: Vypocet koncentracie MDA z rozdielu absorbancii As3z
- Asoo pomocou extinkéného koeficientu 155 mM ' cm™.

4.4.1 Priprava reagencii pre stanovenie MDA
e Priprava 100 ml 0,1 % (w/~») TCA (extrakény roztok)

1. Odvazisa 0,1 g TCA (kyselina trichléroctova).
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Prenesie sa do 100 ml odmernej banky.
Roztok sa doplni destilovanou vodou po znacku (100 ml) a premiesa.

Uchovéava sa pri 4 °C maximalne niekol’ko dni.
Poznamka: TCA je Zieravina preto je nevyhnutné pri manipuldacii pouzivat' rukavice,
ochranné okuliare a pracovat v digestore.

e Priprava 100 ml TBA reagencie (0,5 % (w/v) TBA v 20 % (w/v) TCA)

1.
2.

(98]

Odvazi sa 0,5 g TBA (kyselina thiobarbiturova).
Odvazi sa 20 g TCA (na pripravu 20 % (w/v) roztoku).
Obe zlozky sa prenesu do 100 ml kadicky.

Prida sa cca 60 - 70 ml destilovanej vody.

Zmes sa zahrieva na magnetickej mieSacke pri 60 - 70 °C, az kym sa TBA tplne
nerozpusti
Pozndamka: TBA sa pri izbovej teplote rozpusta pomaly.

Po rozpusteni sa roztok necha kratko vychladnut, nasledne sa preleje do
odmernej banky a doplni sa destilovanou vodou po rysku.

Roztok sa premieSa, oznaci a uchovava sa vtmavej fl'aSi v tme (obaleny
alobalom).
Poznamky:
e Reagencia sa pripravuje Cerstva pred analyzou (skladovanie max. 1 den v tme
pri 4 °C).
e Roztok musi byt slabo ZIty az takmer bezfarebny. Silné sfarbenie znamend
degradaciu TBA.
o TBA je latka nestabilnd na svetle a TCA je Zieravina — pri praci su nevyhnutné
rukavice a okuliare.
o Je potrebné uplné rozpustenie TBA,; nerozpustené zvysky sposobuju zakalenie
vzoriek.
e Reagencia sa uchovava v tme, najlepsie v hnedej flasi, alebo sa pocas prdce
prekryva alobalom.

4.4.2 Priprava rastlinného extraktu

1. Z cerstvého rastlinného materialu sa navazi 50 - 200 mg mladych listov (bez hlavnej
Zilnatiny) do 1,5 ml mikrocentrifugacnej skimavky.

Poznamka: Na zabezpecenie porovnatelnosti vysledkov sa odporuca odoberat’ listy
z plne vyvinutého listu a v rovnakej pozicii na rastline (napr. druhy az treti list od
vrcholu), aby sa minimalizovala biologicka variabilita.

2. Skumavka so vzorkou sa kratkodobo ponori do tekutého dusika a nasledne sa vzorka

homogenizuje v pristroji TissueLyser pocas 30 s pri maximalnej frekvencii (30 Hz).

Poznamka:
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o V pripade nedostatocnej homogenizdacie je mozné postup zopakovat po
opdtovnom ochladent vzorky v tekutom dusiku.

o Homogenizdacia pri kryogénnych podmienkach zabezpecuje efektivne
rozruSenie rastlinného pletiva a minimalizuje enzymaticku degraddciu
nizkomolekulovych metabolitov.

K homogenizovanému rastlinnému materialu sa pridd 1000 pL 0,1 % (w/v) TCA a
vzorka sa dokladne premiesa vortexovanim, aby sa zabezpecil prechod rozpustnych
zloziek do extrakéného roztoku.
Poznamka: Pocas celej extrakcie musia byt vzorky uchovavané pri teplote <4 °C alebo
na lade.

Vzorky sa centrifuguji pocas 10 min pri 12 000 rpm a teplote 4 °C.
Pozndamka: Pred zacatim centrifugdcie musi byt centrifuga vychladenda na teplotu 4 °C.

Po centrifugacii sa supernatant opatrne prenesie do novej 1,5 ml mikrocentrifugacnej
skimavky pomocou automatickej pipety, pricom sa zabrani nasatiu sedimentu.

Pripraveny supernatant sa pouzije priamo na stanovenie obsahu MDA alebo sa rozdeli
na alikvoty, ktoré sa zmrazia v tekutom dusiku a skladuju pri teplote -80 °C.
Poznamka: Kazdy alikvot sa rozmrazuje vylucne raz.

4.4.3 Stanovenie obsahu MDA

Priprava reakcnej zmesi a referen¢nej vzorky

1.

Do distej 1,5 ml mikrocentrifugacnej skimavky sa napipetuje 500 pL supernatantu
ziskaného z extrakcie listového pletiva a 1 ml TBA reagencie pripravenej z 0,5 % (w/v)
TBA v 20 % (w/v) TCA.

V pripade referencnej vzorky sa do 1,5 ml mikrocentrifugacnej skimavky napipetuje
500 uL 0,1 % (w/v) TCA a 1 ml TBA reagencie.

Obsah skimavky sa dokladne premieSa vortexovanim, aby sa dosiahla homogénna zmes
supernatantu s TBA.
Poznamka:
e Referencna (slepad) vzorka (blank) sa pouziva na odcitanie pozadia absorbancie
reagencii, aby bol merany signal priradeny vyhradne MDA-TBA komplexu.
e Pouziva sa pri nulovani spektrofotometra (NanoDrop) alebo sa pipetuje do
osobitnej jamky pri merani na mikroplatnickovom readeri.
o Blank musi byt pripraveny v rovnakych objemoch a rovnakym postupom ako
analyzované vzorky.

Stanovenie obsahu MDA

1.

Skimavky sa umiestnia do predhriateho termobloku alebo vodného ktpela a inkubuja
sa 20 min pri 95 °C.
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Poznamka:
e Pocas inkubacie prebicha reakcia medzi MDA a TBA za vzniku stabilného
ruzovo-cerveného MDA-TBA komplexu.
o Je dolezité, aby boli skumavky ponorené rovnomerne, ¢im sa zabezpeci
konzistentny ohrev vSetkych vzoriek.
Po ukonceni inkubécie sa skimavky okamzite prenesu na l'ad alebo do stojanu
ulozeného v l'ade.

Inkubdcia prebieha po dobu minimélne 5 minut, s cielom pozastavenia reakcie medzi
MDA a TBA.
Poznamka: Tento krok je kriticky, pretoze nadmerna post-reakcna inkubdcia moze viest
k tvorbe nespecifickych produktov a nadhodnoteniu vysledkov.

Meranie absorbancie mozno vykonat’ dvoma spdsobmi:
a) Mikroplatni¢kovy reader
1. Do jamky 96-jamkovej UV-transparentnej platnicky sa napipetuje
200 pL supernatantu z kazdej vzorky.
2. Do samostatnej jamky sa pipetuje 200 pL blanku (0,1 % TCA + TBA).
b) NanoDrop spektrofotometer
1. Meranie sa vykondva v rezime absorbancie.
2. Pristroj sa najskor “vynuluje pomocou blanku.
3. Nameraciu plochu sa pipetuje vzorka a absorbancia sa od¢ita priamo.
e Merané vilnové dizky
e 532 nm - maximalna absorbancia MDA-TBA komplexu
e 600 nm - korekcia zékalu spdsobeného nerozpustnymi Casticami alebo
vlastnou absorbanciou reagencii
Poznamka:

o Ak absorbancia vzorky presiahne hodnotu 1,0, vzorka sa musi zriedit' v 0,1 %
TCA, pretoze pri vysokych hodnotich absorbancie dochadza k poruseniu
linearity merania v dosledku rozptyleného svetla (Simonian & Smith, 2000).
Nasledne je dolezité aby sa pri vypoctoch zohladnila vyslednad hodnota ktord
sa vynasobi riediacim faktorom.

o TBARS metoda nie je Specificka len pre malondialdehyd, pretoze
kyselina thiobarbiturova moze reagovat aj s dalsimi karbonylovymi
zluceninami a vytvarat' nespecifické TBA-reaktivne produkty. Meranie
absorbancie pri 600 nm sa pouziva na korekciu zdkalu a odstranenie
interferencii.

e Pre vyssiu Specificitu je mozné vysledky TBARS metody validacne
overit' aj  pomocou  HPLC  (High-Performance  Liquid
Chromatography).

e Odporuca sa merat vzorky v technickych duplikatoch alebo triplikatoch.
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5. Vysledky a ich vyhodnotenie

Pri vyhodnocovani biochemickych analyz je nevyhnutné prepocitat namerané hodnoty
absorbancie na zodpovedajice koncentracie analyzovanych metabolitov. Absorbancia sama
osebe nepredstavuje biologicky interpretovatelnu veli¢inu, preto sa vyuzivaju Specifické
vypoctové postupy pre kazdu analyticki metoédu. V tejto kapitole sit uvedené prepocty pre
stanovenie prolinu, fotosyntetickych pigmentov a malondialdehydu (MDA), pricom vysledné
koncentracie su normalizované na jednotku cerstvej hmotnosti (FW), aby boli porovnateI'né
medzi jednotlivymi vzorkami a podmienkami. Vypocty tvoria zaklad pre naslednu Statisticka
analyzu a interpretaciu stresovej odozvy rastlin.

5.1 Vypocty

5.1.1 Stanovenie prolinu - vypocet koncentracie z kalibra¢nej krivky

Koncentracia prolinu v rastlinnych vzorkach sa stanovuje na zdklade kalibracnej krivky
pripravenej zo Standardnych roztokov L-prolinu. Kalibra¢né body (absorbancia standardov pri
520 nm voci referenénej vzorke) sa spracuju v programe MS Excel, kde sa zostroji graf
zavislosti absorbancie od koncentracie prolinu. Na namerané déta sa nasledne aplikuje linedrna
regresia so zobrazenim rovnice priamky a koeficientu determinacie R2 Priklad kalibra¢ne;j
krivky ziskanej tymto postupom je uvedeny na Obrazok 8. V uvedenom priklade je regresna
rovnica kalibra¢nej krivky:

y=ax+b

y =0,4003x — 0,0049; R? = 0,9997

kde:
e y predstavuje absorbanciu merant pri 520 nm (bezrozmerna veli¢ina),
e x predstavuje koncentraciu prolinu v Standarde (mM),
e (0,4003 je smernica regresnej priamky (zmena absorbancie na jednotku koncentracie),
e - 0,0049 je intercept (odhadovana absorbancia pri nulove] koncentracii; odchylka
stvisiaca s pozadim merania).

Koncentracia prolinu v neznamej vzorke sa nésledne vypocita dosadenim nameranej
absorbancie analyzovanej vzorky Aszo do regresnej rovnice a algebraickym vyjadrenim x:

Aszo — b
a

Cyzorka =

kde:
® cCvzorka j€ koncentracia prolinu vo vzorke (mM),
e As je absorbancia analyzovanej vzorky pri 520 nm korigovand o blank,
e a je smernica kalibra¢nej priamky (v priklade a = 0,4003)
e b je intercept (v priklade b = - 0,0049).

Ak bola vzorka pred meranim riedend, vyslednd koncentracia sa upravi o riediaci faktor DF:

Cneriedenej vzorky = Criedenej vzorky X DF
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Obrazok 8: Kalibracna krivka L-prolinu zostrojend v programe MS Excel na zéklade merania
absorbancie pri 520 nm.

Zobrazenda je linedarna regresia so smernicou a interceptom regresnej rovnice a koeficientom
determindcie R?. Regresnd rovnica sa pouZiva na vypocet koncentrdcie prolinu v analyzovanych
vzorkdach z nameranej absorbancie.

5.1.2 Stanovenie fotosyntetickych pigmentov - vypocet koncentracii z absorbancii
Koncentracia fotosyntetickych pigmentov (chlorofyl a, chlorofyl b a karotenoidy) sa stanovuje
spektrofotometricky na zéklade merania absorbancie acetonového extraktu pri troch vinovych
dizkach 663 nm, 646 nm a 470 nm. Absorbancie sa do vypoétu vzdy dosadzuji po odé¢itani
referencnej (blank) vzorky, ktord obsahuje iba 80 % (v/v) aceton. Vypocet pigmentov sa
vykonava pomocou rovnic podl'a Lichtenthaler & Wellburn (1983), ktoré umoziuju simultinne
stanovenie chlorofylov a karotenoidov z jedného extraktu.

Chlorofyl a (Chla) = Ccyj, = 12.21 - Aggz — 2.81 - Ague

Cthl'Ofyl b (Chlb) d CChlb = 2013 . A64—6 - 503 . A663

1000 - Agyo — 327 - Copa — 104 - Copry
229

Karotenoidy (Kar) — Cgx, =

kde:

o  Ac63, Ae4s, Aa70 - absorbancia extraktu pri prislusnej vinovej dizke, korigovana o blank

e Ccn - koncentrécia chlorofylu a (mg-g ' Cerstvej hmotnosti)

e Ccnp - koncentrécia chlorofylu b (mg-g™ €erstvej hmotnosti)

e Ckar - koncentracia karotenoidov (mg-g™! Cerstvej hmotnosti)

o konStanty (12.21, 2.81, 20.13, 5.03, 1000, 3.27, 104 a 229) predstavuju extinkéné
koeficienty pre 80 % (v/v) aceton, Standardizované podla Lichtenthaler & Wellburn
(1983).
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Vysledné koncentracie pigmentov sa uvadzaji v jednotkach mg pigmentu - g Cerstvej
hmotnosti vychodiskového materidlu a vztahuju sa na mnozstvo rastlinného materidlu
pouzitého pri extrakcii (napr. 50 mg). Ak absorbancia presahuje hodnotu > 2.0, odporaca sa
extrakt zriedit’ 80 % (v/v) acetobnom a meranie zopakovat, aby sa zachovala linearita merania.

5.1.3 Stanovenie MDA - vypocet koncentracie (TBARS metoda)

Koncentracia malondialdehydu (MDA), indikatora lipidovej peroxidacie, sa urcuje na zaklade
tvorby farebného komplexu MDA - TBA pocas zahrievania v kyslom prostredi. Po inkubacii a
centrifugacii sa meria absorbancia ¢ireho supernatantu pri 532 nm a 600 nm. Hodnota pri 600
nm slazi na korekciu zékalu a neSpecifickej absorpcie. Pri vypocte sa pouzivaji absorbancie po
od¢itani referencnej (blank) vzorky obsahujucej 0,1 % TCA + TBA reagenciu.

1. Vypocet Specifickej absorbancie MDA

Ampa = Aszz — Aeoo

kde:
e As3 - absorbancia MDA-TBA komplexu,
e Acoo - absorbancia pouzita na korekciu zdkalu.

Poznamka:

o TBARS metoda nie je Specificka len pre malondialdehyd, pretoze
kyselina thiobarbiturova moze reagovat aj s dalsimi karbonylovymi
zluceninami a vytvarat' nespecifické TBA-reaktivne produkty. Meranie
absorbancie pri 600 nm sa pouziva na korvekciu zakalu a odstranenie
interferencii.

2. Vypocet koncentracie MDA v reakénej zmesi

Asz, — A
c[MDA] = 5325 1 600

kde:
e As3 - absorbancia MDA-TBA komplexu,
e Acoo - absorbancia pouzitd na korekciu zékalu.
o extinkény koeficient (¢ = 155 mM '-cm™) pre MDA-TBA komplex (Heath a Packer,
1968)
e 1-opticka draha kyvety (zvy€ajne 1 cm)

Prevod na nmol ml~1!
Kedze 1 mM = 1000 nmol.ml"!, potom:

cmpa (nmol x ml™1) = ¢ypa (mM) x 1000
Vysledky sa vyjadruji najéastejsie ako Cextrakt = nmol MDA x ml ™!,
3. Prepocet na g Cerstvej hmotnosti
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Cextra(Mmol X mI™1) x V (ml)

MDA (nmol g_1 FW) = m (2)

kde:
e Cextrakt - koncentracia MDA v extrakte (mM),
eV -objem reakénej zmesi (ml),
e m - vychodiskovd hmotnost’ analyzovaného rastlinného materidlu (g Ccerstvej
hmotnosti).

Nasledne sa vysledky vyjadruja ako nmol MDA x g' FW (Cerstvej hmotnosti). Ak bola vzorka
pred meranim riedend, vysledné koncentracia sa upravi o riediaci faktor DF:

CMDA neriedena = CMDA riedena X DF

5.2 Spracovanie a Statistické vyhodnotenie biochemickych tidajov

Po dokonceni biochemickych analyz (prolin, fotosyntetick¢é pigmenty a malondialdehyd
(MDA) sa ziskané hodnoty absorbancie prepocitaji na koncentracie analyzovanych
metabolitov podla vypoctovych postupov uvedenych v prislusnych podkapitolach (prolin:
kalibracna krivka; fotosyntetické pigmenty: rovnice podl'a Lichtenthaler & Wellburn, 1983;
MDA: vypocet na zaklade rozdielu absorbancii pri 532 a 600 nm s pouzitim extinkéného
koeficientu podl'a Heath & Packer, 1968). Vysledné hodnoty sa vyjadruju ako obsah alebo
koncentracia vzt'ahovana na gram cerstvej hmotnosti (FW) rastlinného materidlu, ¢im sa
zabezpeCi porovnatelnost medzi vzorkami. Normalizicia je zdkladnym predpokladom

porovnatel'nosti medzi vzorkami a vypocita sa nasledovne:
C

Xpw =

kde:
e C - koncentracia analytu v extrakte,
e m - hmotnost’ pouzitého rastlinného materialu (g FW).

Pred aplikaciou Statistickych metdd sa overia zdkladné predpoklady analyzy. Normalita
rozdelenia dat sa testuje pomocou Shapiro - Wilkovho testu a homogenita variancii pomocou
Leveneho testu. V pripade odchylok od normality je vhodné pouzit’ transformécie, najmi
logaritmickl transforméciu alebo Box - Cox transformaciu, definovanu rovnicou:

YA —1 120
Yy ={"71 ' *7%
In(Y), A=0

kde:

e Y - povodna hodnota analyzovanej premennej (napr. koncentréacia prolinu),

e Y(A) - transformovana hodnota premennej,

e A - transformacny parameter, ktorého hodnota sa odhaduje s cielom dosiahnut’ ¢o
najlepsie splnenie predpokladov parametrickej analyzy, najmé aproximaciu normality a
stabilizaciu variancie,

e In(Y) - prirodzeny logaritmus povodnej hodnoty (pouziva sa, ak optimalne A = 0).
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Transformaécie stabilizuju varianciu dat a umoznuju pouZitie parametrickych metod.

Na porovnanie kontrolné¢ho a stresového variantu sa pouziva nezavisly dvojvyberovy (two-
sample) Studentov t-test pri splneni predpokladov normality a homogenity variancii. V pripade
nesplnenia tychto predpokladov je vhodné pouzit’ neparametricky Mann-Whitney U test. Pri
viacerych genotypoch alebo viacerych faktoroch je mozné aplikovat’ jednofaktorova (one-way)
alebo dvojfaktorovi (two-way) analyzu variancie (ANOVA), ktora umoziuje posudit
samostatné aj interakéné efekty stresu a genotypu. Statisticky vyznamné rozdiely medzi
skupinami je vhodné d’alej analyzovat’ pomocou post hoc testov (napriklad Tukey HSD alebo
Fisher LSD).

Vysledky sa uvadzaji vo forme priemeru = smerodajnej odchylky (SD):

Sp = ’Z(xi —X)?
n—1

kde:
e x; - jednotlivé hodnoty,
e X - aritmeticky priemer,
e n - pocet opakovani.

Na identifikaciu vztahov medzi biochemickymi parametrami sa odporuca Pearsonova
korelacné analyza (v pripade normalneho rozlozenia dat), priCom korela¢ny koeficient r sa
vypocita ako:
__ZE-DO-)
VI =02 - §)?

kde:
e X - hodnoty prvej premennej (napr. obsah prolinu),
e y - hodnoty druhej premennej (napr. obsah MDA),
e X - aritmeticky priemer vSetkych hodnét premennej x,
e ¥y - aritmeticky priemer vSetkych hodnot premenne;j y,
e ) -sucet hodnot v celom stubore dat.

Hodnoty r blizke +1 alebo —1 indikuju silnt pozitivnu alebo negativnu linearnu korelaciu.
(napr. medzi prolinom a MDA).

Pri praci s komplexnejSimi datasetmi je vhodné pouZzit mnohorozmerné metody. Pred ich
aplikaciou sa premenné Standardizuji pomocou z-score transformacie (Z):

X —X

7 =
SD

kde:
e X - pdvodna hodnota analyzovanej premennej (napr. koncentracia prolinu vo vzorke),
e X - aritmeticky priemer vSetkych hodnét danej premennej v subore dat,
e SD - smerodajnéa odchylka tejto premennej v stibore dat.
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Tato transformacia zabezpe¢i rovnaky prispevok pre parametre s réznymi jednotkami a
rozsahmi. Analyza hlavnych komponentov (PCA) umoziuje identifikovat’ hlavné zdroje
variability a zoskupit’ vzorky podl'a ich odozvy na stres. Pre komplexnt vizualizaciu je mozné
vyuzit hierarchicku klastrovu analyzu (HCA) (napr. pouzitim Euclidovskej vzdialenosti a Ward
metddy), ktord umozni identifikovat’ skupiny genotypov s podobnou stresovou odpovedou
a teda s podobnym biochemickym profilom.

Na kvantifikaciu rozdielov medzi kontrolou a stresom sa méze vypocitat’ percentualna zmena
(%A):
%A = @ X 100
K
kde:
e S - hodnota parametra v stresovej podmienke,
¢ K - hodnota parametra v kontrolnej podmienke.

5.3 Interpretacia biochemickych parametrov

Vysledky biochemickych analyz je vhodné prezentovat pomocou vhodnych grafickych
vystupov: stipcovych grafov, boxplotov, PCA diagramov, korelaénych mép a heatmap. Tieto
formy vizualizacie dopliiaju numericku interpretaciu, umoziuji rychle posudenie variability
medzi genotypmi a zaroven zvyraziuji rozdiely medzi kontrolnymi a stresovymi
podmienkami. Priklady moznosti grafického spracovania udajov su uvedené v kapitole 8.
Priloha Obrazok 9 a 10 a Tabul'ka 2. Z hl'adiska biologickej interpretacie hodnoty ziskané z
jednotlivych analyz poskytuji komplementdrne informacie o stave rastlin. ZvySeny obsah
prolinu je ukazovatel'om osmoregulacnych a protektivnych mechanizmov, ktoré sa aktivuja v
podmienkach vodného stresu. Pokles koncentracie fotosyntetickych pigmentov odraza
naruSenie alebo degradaciu fotosyntetického apardtu a mdze znamenat’ zniZzenu efektivitu
vyuZitia svetelnej energie. ZvySené hladiny MDA st markerom lipidovej peroxidacie a
poukazuju na rozsah oxida¢ného poSkodenia bunkovych membran. Integrované vyhodnotenie
tychto troch skupin parametrov umoziiuje komplexne charakterizovat’ odozvu genotypov na
stresové podmienky. Kombinéaciou udajov o osmoregulacii (prolin), stave fotosyntetického
aparatu (chlorofyly a karotenoidy) a oxidacnom poSkodeni (MDA) mozno identifikovat
tolerantné, intermediarne a citlivé reakéné typy a celkovo zhodnotit mieru adapta¢ného
potencialu rastlin. Tieto biochemické ukazovatele tak predstavuju robustné indikétory stresovej
fyziologie vhodné na aplikaciu v experimentalnych aj Sl'achtitel'skych programoch.
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6. Zaver

Metodické postupy uvedené v tejto prirucke predstavuji uceleny a experimentalne overeny
ramec pre monitorovanie biochemickych reakcii rastlin vystavenych vodnému stresu, pricom
koncentracia prolinu, obsah fotosyntetickych pigmentov a hladina malondialdehydu tvoria
komplementarny subor ukazovatel'ov charakterizujucich osmoregulaéné procesy, funkény stav
fotosyntetického aparatu a mieru oxidacného poskodenia bunkovych membran. Jednotlivé
protokoly boli formulované tak, aby zabezpecovali jednotné a stabilné podmienky pripravy
rastlinného materidlu, extrakcie a spektrofotometrickych merani, ¢o v spojeni s presne
definovanymi vypoctovymi postupmi a odporicaniami pre Statistické spracovanie udajov
umoziuje konzistentné a spolahlivé hodnotenie sledovanych parametrov. Takto vystavany
ramec podporuje reprodukovatelnost’ vysledkov naprie¢ experimentmi a ulahcuje ich
interpretdciu v kontexte genotypovej variability, intenzity stresu a rozdielov medzi
experimentadlnymi usporiadaniami. Priru¢ka zaroveil vytvara priestor na prepojenie
biochemickych ukazovatelov s dalSimi fyziologickymi a molekularnymi analyzami, co
umoznuje detailnejSiu charakterizaciu mechanizmov spojenych s toleranciou rastlin voci suchu
a poskytuje vstup pre komplexné hodnotenie ich adaptability v meniacich sa klimatickych
podmienkach. Integraciou presne opisanych analytickych postupov s jasne definovanym
ramcom interpretacie vysledkov prispieva k systematickému a transparentnému spracovaniu
experimentalnych udajov, ktoré je nevyhnutné pre rozvoj komparativnych studii a dlhodobych
vyskumov zameranych na sledovanie reakcii rastlin voci stresovym faktorom (nedostatocny
prisun vody, zvySenie salinity pddy, zvySenie teploty, atd’).
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8. Priloha

Obrazky atabulka v kapitole 8. Priloha poskytuju ilustracné priklady spracovania a
vizualizacie udajov ziskanych biochemickymi analyzami popisanymi v tejto metodickej
prirucke. Uvedené grafické vystupy sluzia ako referen¢né ukazky, ktoré demonstruji mozné
formy prezentacie vysledkov, vratane zékladnych biochemickych parametrov a pokrocilych
mnohorozmernych analyz. Ciel'om priloh nie je interpreticia konkrétnych experimentalnych
vysledkov, ale podpora pouzivatela pri vybere mozZnych postupov vizualizacie ziskanych
vysledkov.
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Obrazok 9: Biochemické odpovede rastlin na vodny stres (prevzaté z Kanukova a kol.,
2025). (A) koncentracia prolinu v listoch (mM), (B) obsah chlorofylu a (mg-g' FW), (C)
obsah karotenoidov (mg-g™! FW) pri 17 genotypov jacmena pestovanych v optiméalnych
(modra farba) a suchych podmienkach (Cervena farba).

Pozndmka: Udaje sii uvedené ako priemer + SD. Hviezdicky oznacujii Statisticky vyznamné rozdiely
medzi oSetreniami na zaklade dvojvyberového Studentovho t-testu alebo Mann-Whitneyho U testu (v
zavislosti od normality a homogenity variancii): p < 0,05, ** p < 0,01, ***p < 0,001.
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Obrazok 10: Mnohorozmerné a korelacné analyzy biochemickych a fyziologickych
ukazovatelov (prevzaté z Kanukova a kol., 2025).

(A) PCA biplot sedemnastich genotypov jaémena pestovanych v optimalnych (modra farba) a
suchych podmienkach (Cervena farba), doplneny o 95 % konfiden¢né elipsy. Zelené vektory
znazoriuju naloZenia jednotlivych meranych znakov.

(B) PERMANOVA scatterploty hlavnych komponentov s p-hodnotami pre testovanie separacie
medzi oSetreniami.

(C) Vystup PLS-DA zobrazujuci poradie najlepSich diskriminujicich znakov na zaklade
frekvencie vyberu (%).

(D) Pearsonove korela¢né matice pre optimalne (vl'avo) a suché podmienky (vpravo). Vel'kost a
farba kruhov znazoriiuju silu a smer korelacie (modra = pozitivna, ¢ervena = negativna).
Ramceky oznacuju $tatisticky vyznamné korelacie (p < 0,05).

Vysvetlivky: RWC - relativny obsah vody; Height - vyska rastlin; DW - susina nadzemnej biomasy;,
Prol - prolin; Chlor_a - chlorofyl a; Car - karotenoidy.
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Tabulka 2: Ilustra¢ny priklad vystupu dvojfaktorovej analyzy variancie (Two-way ANOVA)
pre hodnotenie efektov Genotypu, OSetrenia a Interakcie na jednotlivé fyziologické a
biochemické parametre pri jacmeni siatom (Hordeum vulgare L.) (prevzaté z Kanukova a

kol., 2025).
Parameter Genotype Treatment Genotype % Treatment
RWC 0.2352 <0.0001 0.9966
Height <0.0001 <0.0001 0.8634
Dry weight <0.0001 <0.0001 0.9877
Proline <0.0001 <0.0001 <0.0001
Chlorophyll a <0.0001 <0.0001 <0.0001
Carotenoids <0.0001 <0.0001 0.0080
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Poznamky:
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    c  vzorka =     A 520 − b  a


  D F


    R 2


    𝐂 𝐡 𝐥 𝐨 𝐫 𝐨 𝐟 𝐲 𝐥   𝐚    ( 𝐂 𝐡 𝐥 𝒂 ) → C  Chl a = 12 . 21 ⋅   A 663 − 2 . 81 ⋅   A 646


    𝐂 𝐡 𝐥 𝐨 𝐫 𝐨 𝐟 𝐲 𝐥   𝐛    ( 𝐂 𝐡 𝐥 𝒃 ) →   C  Chl b = 20 . 13 ⋅   A 646 − 5 . 03 ⋅   A 663


    𝐊 𝐚 𝐫 𝐨 𝐭 𝐞 𝐧 𝐨 𝐢 𝐝 𝐲    ( 𝐊 𝐚 𝐫 ) → C  Kar =   1000 ⋅   A 470 − 3 . 27 ⋅   C  Chl a − 104 ⋅   C  Chl b 229


    A  MDA =   A 532 −   A 600


  c  [ MDA ] =     A 532 −   A 600  ε   .   l


  𝐧 𝐦 𝐨 𝐥   𝐦   𝐥  − 𝟏


   c MDA    ( nmol  ×  m  l  − 1 ) =  c MDA    ( mM ) × 1000


    MDA (nmol g  − 1  FW) =    c  extrakt  ( nmol ×    ml  − 1 ) × V   ( ml )  m   ( g )


  D F


    X  F W =   C  m


  Y ( 𝜆 ) =  {        Y  𝜆 − 1  𝜆 ,  𝜆 ≠ 0   ln ⁡ ( Y ) ,  𝜆 = 0


  𝒀 ( 𝝀 )


  𝝀


  S D =    ∑ (   x  i −   x ˉ  ) 2  n − 1


    𝒙  𝒊  


    𝒙   ˉ


  𝒏  


  r =   ∑ ( x −   x ˉ ) ( y −   y ˉ )   ∑ ( x −   x ˉ  ) 2 ∑ ( y −   y ˉ  ) 2


    𝒙 ˉ


    𝒚 ˉ


  ∑  


  Z =   x −   x ˉ  S D


    𝒙 ˉ  


  % Δ =    (  S −  K )  K × 100

