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CZESC TEORETYCZNA

Skladniki mineralne gleby sa podstawowymi zwigzkami pokar-
mowymi dla roélin. Poszczegoélne gatunki roslin majg odmienne
wymagania pokarmowe w stosunku do kazdego z pobieranych
pierwiastkow. Jedna z metod okre$lania niezbedno$ci zwiazkow
mineralnych dla roélin jest metoda kultur wodnych (hydropo-
nika). Kultury wodne umozliwiaja wprowadzenie do pod-
loza dokladnej, znanej iloSci badanego pierwiastka w postaci
tatwo dostepnej dla roslin. Pozwalaja tez na eliminowanie z pod-
toza soli poszczegodlnych pierwiastkow i zastepowanie ich réwno-
waznymi iloSciami innych soli, co powoduje, ze ro$liny wykazuja
charakterystyczne objawy niedoboru okre$lonych pierwiast-
kow. Na podstawie objawdw niedoboru danego pierwiastka moz-
na wnioskowac¢ o jego roli w metabolizmie ro$lin oraz procesach
wzrostu i rozwoju. Doswiadczenia polowe moga stanowié tylko
uzupelnienie tych badan, poniewaz przeprowadzane sa w zmie-
niajacych sie warunkach i nie daja podstawy do ilo$ciowej oce-
ny niezbednosci poszczegdlnych skladnikow mineralnych. Istnieje
kilka kryteriow podziatu skladnikoéw mineralnych (pierwiastkow
niezbednych dla roélin), jednak najczesciej dzieli sie je na makro-
i mikroelementy na podstawie iloSci, w jakiej wystepuja
w roSlinach (inne kryteria przedstawiono w cze$ci teoretycznej
rozdzialu Sktad chemiczny roslin. Wykrywanie sktadnikoéw
mineralnych w roslinach).

Roélina z rodziny rzesowatych, spirodela wielokorzeniowa,
jest szczegoblnie dogodnym materialem do badania niezbedno-
Sci skladnikéw mineralnych. W warunkach optymalnych bardzo
szybko sie namnaza, a jednocze$nie jest bardzo wrazliwa na brak
poszczegdlnych skladnikoéw mineralnych w podlozu.
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CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

Zapoznanie sie z fizjologiczng rolg makro- i mikroelementéw w roslinach,
rozpoznawanie objawdw niedoboru pierwiastkéw u roslin oraz ocena
wptywu pH podtoza na przyswajanie sktadnikéw mineralnych.

Doswiadczenie |
Okreslenie niezbednosci wybranych sktadnikéw mineralnych
dla wzrostu i rozwoju roslin metodq kultur wodnych

Zasada metody

Poprzez wykorzystanie kultur wodnych o $ciéle kontrolowa-
nym skladzie pozywki mozna okresli¢ niezbednos$¢ skladni-
koéw mineralnych w odzywianiu ro$lin. Niedobo6r badz brak
okreslonego skladnika mineralnego prowadzi do zmian morfo-
logicznych i metabolicznych w zalezno$ci od funkcji, jaka pelni
on w ro$linach.

Materiat

sterylna kultura spirodeli wielokorzeniowej

Odczynniki
pozywka Hoaglanda (por. zalgcznik 1)

Sprzet laboratoryjny

7 kolb Erlenmeyera 100 cm?, eza, palnik, pH-metr, waga labora-
toryjna, peseta, linijka

I.LA. SZCZEPIENIE | HODOWLA ROSLIN

W doswiadczeniu zaklada sie hodowle roélin, wykorzystujac po-
zywke pelng oraz pozywki niezawierajace jednego z nastepujg-
cych pierwiastkoéw: N, P, K, Ca, Mg, Fe, przygotowane wedlug
zalacznika 1.

Materialem ro$linnym jest wyjéciowa, sterylna kultura spiro-
deli wielokorzeniowej na pozywce pelnej namnazajacej (por. za-
tacznik 1). Szczepienie roslin odbywa sie w warunkach sterylnych,
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w komorze z laminarnym przeplywem powietrza. Po przygotowa-
niu powierzchni roboczej do pracy sterylnej rozpoczac szczepienie
przez opalenie ezy w plomieniu palnika. Nastepnie otworzy¢ kol-
be z rodlinami z kultury wyjéciowej, opali¢ jej wylot i za pomoca
ezy przenie$¢ do nowej kolby ze sterylna pozywka po 10-12 czlo-
now pedowych (frondow), dodac niewielka ilos¢ sterylnego CaCO,
in substantia (dla utrzymania statego pH pozywki w trakcie ho-
dowli roslin), wylot kolby ponownie opali¢ i zamkna¢. Na kolbie
napisac liczbe przeniesionych cztonéw pedowych (F ). Czynnosé¢
powtarzaé az do zaszczepienia wszystkich kolb z pozywka pelna
i pozywkami pozbawionymi okreslonego pierwiastka — lacznie
7 kolb (por. zalgcznik 1).

Kolby z roslinami wstawié¢ do pokoju hodowlanego o fotope-
riodzie 16 godzin/8 godzin (§wiatlo/ciemno$¢), gdzie temperatura
powietrza wynosi 23°C +2°C, a natezenie Swiatta 350 umol m=
s7t. Hodowle prowadzié przez 1-2 tygodnie.

|.B. OCENA MORFOLOGICZNA

Dokona¢ oceny cech morfologicznych roélin wyhodowanych na
pozywce pelnej i pozywkach pozbawionych okreslonego pier-
wiastka. W kazdej kolbie policzy¢ cztony pedowe i obliczy¢ war-
to$¢ wspolezynnika wzrostu (MR) zgodnie ze wzorem:

_ logF, -logk
d

MR x 1000

gdzie:

F, - liczba frondow po d dniach,
F, - liczba frondéw w czasie 0,
d —liczba dni hodowli.

Opracowanie wynikow

Zmierzy¢ wielko$¢ i okresli¢ barwe splaszczonych okragltych
peddéw przypominajacych liscie (gorna i dolna powierzchnia).
Zmierzy¢ dtugo$c i okresli¢ barwe korzeni. Nastepnie wyjaé ro-
sliny znajdujace sie w kolbie Erlenmeyera, delikatnie osuszy¢ na
bibule i zwazy¢. Wyniki wpisa¢ do tabeli 2.1. Po zwazeniu ro-
§lin oznaczy¢ w nich zawarto$¢ antocyjanéw i chlorofilu (por.
Dos$wiadczenie II).
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Liczba roslin w kolbie Pedy przypominajace liscie

Korzenie

Pozywka F,
9 | (po 7 dniach)

MR | Wielko$¢ | Barwa | Masa [g]

Dlugo$¢ | Barwa

Doswiadczenie Il
Oznaczenie zawartosci antocyjanéow

Zasada metody

Antocyjany absorbuja UV i §wiatlo widzialne w zakresie 300—
550 nm. Podczas ¢wiczen mierzy sie absorpcje Swiatla przy diu-
gosci fali 515 nm.

Materiat

ro$liny spirodeli wielokorzeniowej hodowane na réznych warian-
tach pozywek

Odczynniki
1M HCI

Sprzet laboratoryjny

mozdzierz, pipety (1-5 cm?®), probéwka Eppendorf, proboéwka
szklana, wiréwka, spektrofotometr, kuweta spektrofotometrycz-
na o drodze optycznej 1 cm, waga laboratoryjna, peseta, pipeta
pasteurowska (w przeliczeniu na jeden wariant pozywki)

Wykonanie doswiadczenia

Na wadze odwazy¢ 100 mg roélin i rozetrze¢ w mozdzierzu. Do
otrzymanej miazgi doda¢ 3 cm® 1 M HCl. Zawarto$¢ mozdzierza
przenies$¢ do probéwki i odwirowac. Pipeta pasteurowska zebrac
plyn znad osadu do szklanej probowki. W plynie nadosadowym
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oznaczy¢ absorbancje w kuwecie spektrofotometrycznej przy dtu-
godci fali 515 nm.

Opracowanie wynikéow

Zawarto$¢ antocyjanoéw odpowiada wartoSci absorbancji proby.
Wyniki umiescic¢ w tabeli 1.2.

Doswiadczenie 11l
Oznaczenie zawartosci chlorofilu

Zasada metody

Chlorofil ekstrahuje sie acetonem. W otrzymanym ekstrakcie mie-
rzy sie absorbancje przy dlugoéci fali 646 i 664 nm. Stosujac spe-
cyficzne wspolezynniki absorpcji, oblicza sie zawartosé chlorofilu
a i b wmateriale ro$linnym.

Materiat

ro$liny spirodeli wielokorzeniowej hodowane na r6znych warian-
tach pozywek

Odczynniki
80% aceton (CH,COCH,)

Sprzet laboratoryjny

mozdzierz, 2 cylindry 25 cm?, lejek, saczek bibulowy, pipety
(1-5 cm?), kuweta spektrofotometryczna o drodze optycznej 1 cm,
spektrofotometr, waga laboratoryjna (w przeliczeniu na 1 wariant
pozywki)

Wykonanie dos$wiadczenia

UWAGA: Wszystkie czynnosci wykonac pod pracujgcym dygestorium.

100 mg roélin homogenizowaé¢ w mozdzierzu. Dodaé porcjami
15 cm?® 80% CH,COCH.,,. Saczy¢ do cylindra miarowego i objetos¢
uzupekié acetonem do 20 cm®. W przesaczu oznaczy¢ absorbancje
w kuwecie spektrofotometrycznej przy dlugosci fali 646 i 664 nm.
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Opracowanie wynikéw

Zawarto$¢ chlorofilu obliczy¢, korzystajac ze wzorow: Tabela 2.2.
= — Wptyw sktadnikow
chla =127 A664 27 x A646 x1,40) mineralnych

Chl b = (22,9 X A646 - 4,7 X A664 X 1,40) na zawartosc

antocyjanow
i chlorofilu w spirodeli
wielokorzeniowej

Wyniki podac w tabeli 2.2.

Antocyjany Chlorofil [ug mg §wiezej masy]
[absorbancja A, ] Chlorofil a Chlorofil b

Pozywka

Pelna
-N
-P
-K
-Ca
- Mg
—Fe
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