Cviceni z fyziologie rostlin

8. Fotosyntetické pigmenty




Rostlinné pigmenty

» Rozpustné ve vode (,hydrochromy*):
» Flavonoidy: antokyany, flavonoly, flavony
» | okalizované ve vakuoldach (,,vakuoldrni barviva*),

» Barvy - fialovd, modrd, rzovd, nacervenald (antokyany)
- bélavd, nazloutld (flavony a flavonoly)

» reakce na pH (antokyany), barevnost kvétl, plodU, stonk( a dalsich
Asti rostlin, ochrana pred UV zdrenim

» Rozpustné v tucich (,lipochromy*):
» Cyklické tetrapyroly (chlorofyly), karotenoidy
» | okalizované v plastidech (,plastidova barviva)

» Barvy - zelend, modrozelend, zlutozelend (chlorofyly)
- Zlutd, oranzovd, Cervend (karotenoidy)

» fotosyntéza (zachytdvdni energie fotonU, excitace elektronu),
barevnost zelenych casti rostlin (chlorofyly), kvétd, plodu, zédsobnich
orgdnuU (karotenoidy)
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Fotosyntetické pigmenty

» Absorbuiji viditelné zdreni v modré a cervené oblasti
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Fotosyntetické pigmenty

» Chlorofyly:
» Chl a, chl b — vyssi rostliny, dalsi formy u fas, sinic a bakterii

» 7achyceni energie fotonu, excitace elektronu

» Chlb->chla->chla (Pé80) v reakcnim jadru fotosystému i
(a P700 v reakcnim jadru fotosystému 1)

Karotenoidy:

» Pridatné pigmenty, zachyceni energie fotonu a predavani na
chlorofyly

» Ochrannd funkce - disipace nadbytecné excitacni energie v
xantofylovém cyklu

» Obsah pigmentd a vzdjemné poméry ve vyssich rostlindch
» Obvykle Chla:chlb-3:1, Chl (at+b): karotenoidy — 5:1 a vice

= 7mena pri stresu (vliv foxicke Iatky, nedostatek zivin, dostupnost
svétla...), Casto pokles obsahu chl a, nebo zvyseni obsahu
karotenoidy




Metody stanoveni obsahu
fotosyntetickych pigmento

» Piimé - presné, destrukéni, nutnd extrakce pigmentd z biomasy

» Exirakt v nepoldrnim rozpoustédle (methanol, ethanol, aceton, DMSO

)

hromatografickd analyza — déleni a kvantifikace separovanych
slozek

napr. tenkovrstevnd chromatografie (TLC), kapalinova
chromatografie (HPLC)

» Spekirofotometrickd analyza — kvantifikace ve smési podle optické
absorbance extraktu

» Neprfimé — méne presné, jen pro nekteré pigmenty, moznd
detekce pigmentu in vivo bez extrakce

» Optické metody na zdkladé reflektance nebo fluorescence



(1)
(5
e R
4 -

—> Fluids circulation

Solvents

Solvent B pump
Solvent A pump

High-pressure pump

» Nutnd extrakce do nepoldrninho rozpoustédla

» TLC

O0CORE

Pfimé metody stanoveni pigmentu

[ ] w

Manipulator
Samples to fractionate
Sample injector

?Switching valve

Fractions collector
Vials containing fractions

Mixer

Valve

Degasser

Purging pump

© wiki



Pfimé metody stanoveni pigmentu

» Nutnd extrakce do nepoldrninho rozpoustédla

» (Spekiro)fotometrické stanoveni absorbance

» Meéreni absorbance pri specifickych vinovych délkach, prepocet
obsahu jednotlivych slozek pomoci multikomponentni analyzy
bsorpcniho spekira (nutné znat extinkeni koeficienty a absorpcni
maxima slozek)

zdroj svétla

stérbina

’ detektor
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Nepfimé metody stanoveni pigmentU

» Bez exirakce, méreniin vivo,
stanoveni relativnino obsahu pigmentd

» Reflektancni méreni:

Photochemical Reflectance Index (PRI) -
karotenoidy, porovndni reflektance pri
vinovych délkach okolo 500 az 600 nm

= Normalized Difference Vegetation Index
(NDVI) — chlorofyly, porovnani reflektance
pri vinovych delkach viditelné a blizké
infracervené (NIR) Casti spektra

®» Fluorescencni méreni:

= Nitfrogen-Flavonol Index (NFI) a relativni
obsahy chlorofylu, karotenoidd, a
antokyanU




Neprimé metody stanoveni pigmentu

» Fluorescencni méreni:

» Vhodné také pro detekciras a sinic ve vodé (fytoplankton,
fytobentos) na zakladé pritomnosti chlorofylu a
(u sinic i na zakladé pritomnosti fykocyaninu)

» Excitace chl a energii zachycenou pridatnymi pigmenty (chl b,
karotenoidy, fykobiliny)

Kvantifikace podle kalibrace

» Ukazatel Cistoty koupacich vod !l!

excitace PFidatné pigmenty emise
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S\/eﬂo fykoerythrin, fykocyanin
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N /S

Proc méfime obsah pigmentu?

» Celkovy obsah chlorofyld, pomér chlorofylu a a b

» Dostatek chlorofyll = efektivni fotosyntéza, nedostatek =
dUkaz nedostatku Zivin, maly vykon fotosyntézy, slaby rist

=» Pomeér chl a/chl b —obvykle 3:1, zména pri zmené
podminek (dostupnost svétla, vliv stresu)

» Obpsah karotenoiduU

» /vySeny obsah — mozny vliv stresu

» Stanoveni dynamickych zmén v reakci na podnéty
(napr. stres)




Prakticke ndvody




Stanoveni obsahu fotosyntetickych
pigmentu

Uloha:

Viiv deficienci vybranych makrozivin (N, P, Fe) na obsah
fotosyntetickych pigmentd v listech rostlin kukurice

» Materidl: listy rostlin kukurice péstovanych v zivném roztoku bez
vybranych makrozivin (N, P, Fe)

» (Jkoly: Spekirofotometricky stanovte obsah chl a, chl b a karotenoidd
a jejich vzdjemné pomeéry v listech nedostatkem zivin ovlivnénych
rostlin.

» Hypotéza: Obsahy a poméry pigmentU v listech deficientnich rostlin se
budou li§it v zAvislosti na vyznamu konkrétni ziviny pro rist a na rozsahu

Y4

poskozeni zpUsobeném jejim nedostatkem.



Stanoveni obsahu pigmentu

= PomuUcky a potreby:

= Rostlinny materidl: rostliny kukurice (Zea mays) péstované za
nedostatku zivin (bez N, P, Fe)

» Potreby: sestava pro filtraci (stojan, ndlevky), odmérné valce a
banky (25 mL), filtra&ni papir, treci misky s tloucky, ndzky, tycinka,
ubrousky, spektrofotometrické kyvety

» hemikdlie:
morsky pisek,
MgCO3/
aceton (100%)

= Pristroje: vahy,
spektrofotometr




Stanoveni obsahu pigmentu

Provedeni:
Extrakce pigmentU

» Oznacit si freci misky
a odmérné sklo podle
variant

» Odebrat vzorek listu

a pozstrinat jej na malé

Odvarzit priblizné
250 mg, zaznamenat si
presnou hmotnost

» Kousky listu presypat do
treci misky, pridat malé
mMnozstvi morského pisku
a MgCQO,.




Stanoveni obsahu pigmentu

Nt —

Provedeni:
Extrakce pigmentu

» 7a prikapdavani acetonu kousky
listO pomoci tloucku rozeffit na
jemnou kasi

» Pripravit si filtracni soupravu
(syojan, ndlevka, filtr zvinCeny
cetonem, odmeérny vdlec)

Extrakt zfiltfrovat — tekutinu z
misky opatrné prelit po tyCince
do filtru

-

= Do misky znovu pridat maly
objem acetonu, promichat
a slit na filtr

» Postup opakovat do Uplného
odbarveni hmoty v misce




Stanoveni obsahu pigmentu

Provedeni:
Extrakce pigmentU

» Spldchnout zbytky barviv z okraju
filtry

» Extrakt prelit zodmérného vdlce
do banky

» Objem upravit na findlni hodnotu
(25 mL)

Vzorek dobre promichat
a uzavrit zatkou

» Exfrakci zopakovat pro kazdou
zkoumanou variantu




Stanoveni obsahu pigmentu

Meéreni:
Priprava spekirofotometru

= Po spusténi spekirofotometru nastavit \ ——
prvni vinovou délku pro méfeni - e

absorbance (stisknout ,,GOTO WL", zadat ,fu_f_ff'r_:; {
Cisly vinovou délku, potvrdit ,,ENTER")

_

do zadni pozice kyvetu s acetonem
(blank)

6630 m
=
- 00862 ABS

= Pro vynulovani dat do predni
pozice také kyvetu s acetonem
a stisknout ,,AUTO ZERO*




Stanoveni obsahu pigmentu

Méren:
Méreni absorbance

» Po nastaveni spektrofotfometru
nalit do predni kyvety vzorek
extraktu, kyvetu offit a vlozit
zpét do pristroje

avrit kryt pristroje a zaznamenat si hodnotu
absorbance.

Hodnota absorbance by se méla pohybovat =—
optimdiné v rozmezi 0.2 az 0.8 (max. 1.0).
Vzorky s vyssi absorbanci je nutno zredit presnym =
objemem acetonu a zménu celkového objemu
vzorku si poznamenat.

Méreni pri nastavené vinové délce provést pro
vsechny vzorky.

Poté zménit vinovou délku, provést vynulovani
a opét pokracovat v méreni celé sady vzorkU.
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Stanoveni obsahu pigmentu

» Vyhodnoceni

» Pro kazdy vzorek je ffreba zaznamenat:
» Navdzku pouzitou pro extrakci
» Celkovy extrakéni objem (véetné pripadného redéni)

®» Absorbanci pfi 663, 646 a 470 nm.

» Vypocet obsahu pigmentu:
1) prepocet absorbance na koncentraci pigmentd v
extraktu pomoci rovnic multikomponentni analyzy:

C(chla) = 12,21xA, 5 -281xA,,, [Wg/mL]
C(chlb) = 20,13%xA 44 - 5,03%A, 45  [MG/mML]
C(c+x) = (1000xA,;, - 3.27xC(chl a) - 104xC(chl b))/198  [ug/mL]

Podle Wellburn A.R. (1994), J. Plant Physiol. 144: 307-313,
pro 100% aceton a 1 cm kyvety




Stanoveni obsahu pigmentu

» Vypocet obsahu pigmentU
2) prepocet koncentraci na extrakéni objem a navazku

Ziskané koncentrace Chl a, Chl b a karotenoidU vyndsobit
extrakénim objemem a s pomoci hodnoty navdzky
vyjadrit obsah v mg na 1 gram cerstvé hmotnosti listu
(mg/g ¢.hm.).

» Pokud bylo méreno vice vzorkU téze varianty, vysledné
hodnoty zprumerovat.

» Pokud je zndmd plocha Casti listu pouzité pro extrakci, Ize
obsah pigmentU vyjadrit i joko obsah na listovou plochu,
napr. mg/cm?2..




Stanoveni obsahu pigmentu

Vysledkovd tabulka

Obsahy Poméry
A | objem bl b b | |
extraktu koncentrace koncentrace koncentrace
varianta opakovani Poznamka hmotnost (g) A663 A646 A470 (ml) fedéni  Chla [ug/ml] chlb [ug/ml] car[ug/ml] obsah chla [ug/g] obsah chlb [ug/g] obsah car [ug/g] Ch a/b ch (a+b) / car
kontrola 1 0.160 0.597 0.227 0.420 25 25
kontrola 2 0.165 0.598 0.264 0436 25 1.0
kontrola 3 0.244 0.672 0.284 0.536 50 1.0
kontrola 4 0.169 0.749 0.361 0.625 50 1.0
bez_Fe 1 0.246 0.167 0.075 0.335 25 1.0
bez_Fe 2 0.239 0.128 0.056 0.173 25 1.0
bez_Fe 3 0.239 0.078 0.027 0.136 25 1.0
bez_Fe 4 0.244 0.056  0.025 0.422 25 1.0
bez_N 1 0.252 0.432 0.180 0.355 25 1.0
bez_N 2 0.245 0.736 0.343 0687 25 1.0
bez_N 3 0.227 0344 0101 0228 25 1.0
bez_N 4 0.228 0507 0220 0558 25 1.0
bez_P 1 0.174 0.560 0.264 0473 25 1.0
bez_P 2 0.172 0.688 0.276 0439 29 1.0
bez_P 3 0.173 0.577 0.252 0.465 25 1.0
bez_P 4 0173 0.733 0.307 0.580 50 1.0




Stanoveni obsahu pigmentu

Ukoly:

» 7e zadanych dat vypocitejte obsah pigmentd na
gram cerstvé hmotnosti listu.

» Porovnejte prumérné hodnoty —jak se lisi v obsahu
chlorofylt a karotenoidU jednotlivé varianty kukurice?

» 7 prumérnych hodnot vypocitejte pomér obsahu
chlorofylu a ku chlorofylu b (chl a/chl b) a pomeér
obsahu chlorofylt ku karotenoidum (chla + chl b /
car) — jak se hodnoty lisi u jednotlivych variant? Blizi se
pomeér chl a / chl b teoreticky uddvané hodnote 3:12




