https://doi.org/10.18778/8220-012-6.04

ROZDZIAL IV. PRZEPUSZCZALNOSC
BLON PLAZMATYCZNYCH


https://doi.org/10.18778/8220-012-6.04




CZESC TEORETYCZNA

Blony plazmatyczne zbudowane sa z lipidow i bialek. Zrab bto-
ny stanowi podwojna warstwa fosfolipidow, ktorych czasteczki
maja charakter amfifilowy. Fosfolipidy skladaja sie z czesci hy-
drofilowej — nazywanej ,,glowa” — utworzonej przez grupy ami-
nowe, hydroksylowe i karboksylowe, oraz z cze$ci hydrofobowej
— nazywanej ,ogonem” — ktorg tworza weglowodorowe lancu-
chy kwasow thuszezowych. Zwigzki te sa ulozone w blonie w ten
sposob, ze ich hydrofobowe czeéci skierowane sa do siebie, czyli
do srodka blony, natomiast czesci hydrofilowe sa zwrdcone na
zewnatrz, do Srodowiska wodnego. W podwojna warstwe lipi-
dowa wbudowane sg biatka, wérdéd ktérych wyrozniamy biatka
powierzchniowe i integralne. Pierwsze z nich wystaja po jednej
stronie blony, sa luzno z nig zwigzane i mozna je wyodrebnic
z blony za pomoca wody, roztworéw soli i czynnikéw chelatuja-
cych. Natomiast biatka integralne przechodza przez cala szero-
ko$¢ warstwy lipidowej i wystajg ponad obie jej powierzchnie. Sa
one silnie zwigzane z blona poprzez oddzialywania hydrofobowe
i mozna je usungé z btony tylko po zniszczeniu jej struktury, np.
za pomocg detergentow.

Blona plazmatyczna jest struktura dynamiczna, poniewaz
zaréwno czasteczki fosfolipidow, jak i bialek moga zmienia¢ po-
lozenie w jej obrebie. Czgsteczki bialek mogg obracac sie wokél
wlasnej osi, a takze zanurzadé sie i wynurzac z warstwy fosfolipi-
dow. Czasteczki fosfolipidow wykonuja ruchy rotacyjne, lateral-
ne (zmiana potozenia w plaszczyznie warstwy) oraz tzw. ruchy
flip-flop, polegajace na przemieszczaniu sie czasteczek z jednej
warstwy do drugie;j.

Blony plazmatyczne oddzielaja wnetrze komorki od $rodo-
wiska zewnetrznego (plazmolema), a takze dziela wnetrze ko-
morki na mniejsze obszary o réznych funkcjach metabolicznych
(blony organelli wewnatrzkomorkowych). Blony plazmatyczne
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biora réwniez udzial w transporcie substancji miedzy Srodowi-
skiem zewnetrznym a cytoplazma komorki oraz w oddziatywa-
niu miedzykomérkowym.

Wazna wlaéciwos$cia blon plazmatycznych jest selektywno$¢,
dzieki ktorej jedne substancje moga przenikaé przez blone, a inne
nie. Selektywna przepuszcezalno$é wykazuja tylko blony komorek
zywych, majace nieuszkodzong strukture. Przepuszczalnos¢ blon
ulega zmianom pod wplywem réznych czynnikéw fizycznych i che-
micznych. Podwyzszenie temperatury zwieksza ruchliwos¢ sktad-
nikow blony oraz jej ptynnos$é, co w rezultacie powoduje wzrost
przepuszczalno$ci. W zakresie temperatur 0—50°C podniesienie
temperatury o 10°C zwieksza przepuszczalno$¢ blony 2—3-krotnie.
Alkohol, kwasy, zasady i rozpuszczalniki organiczne zwiekszaja
przepuszczalno$é, wplywajac negatywnie na budujgce blone cza-
steczki bialek i lipidow. Kationy dwuwarto$ciowe, np. Ca%, moga
oddzialywa¢ z ujemnie naladowanymi ,glowami” fosfolipidow,
niwelujac ich wzajemne odpychanie, co prowadzi do Scislejszego
upakowania skladnikéw blony. Tego typu kationy wywoluja tez od-
wodnienie blony, przez co zmniejszaja jej przepuszczalnoéc. Nato-
miast kationy jednowarto$ciowe, np. K*, podwyzszaja uwodnienie
blony i powoduja wzrost jej przepuszczalno$cei.

CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia
Zbadanie wptywu czynnikéw fizycznych i chemicznych na przepuszczalnosc
bton plazmatycznych komérek roslinnych.

Doswiadczenie |
Wptyw temperatury na przepuszczalnosc bton plazmatycznych

[.LA. WPLYW TEMPERATURY NA PRZEPUSZCZALNOSC BtON
PLAZMATYCZNYCH KOMOREK BULWY ZIEMNIAKA

Zasada metody
Wraz ze wzrostem przepuszczalnoSci blony zwieksza sie wyplyw
elektrolitow z komorki. Wplyw temperatury na przepuszczalnosé
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blon mozna zatem ocenié, mierzac przewodnictwo roztworow,
w ktorych umieszcza sie tkanke rolinna. Miara przewodnic-
twa elektrolitu jest przewodnictwo wladciwe (x), ktore definiuje-
my jako przewodnictwo 1 cm?® roztworu. Warto$é przewodnictwa
wlasciwego roztworu jest zalezna od stezenia i ruchliwos$ci obec-
nych w nim jonéw. Jednostka przewodnictwa wlasSciwego jest S m
(S-Siemens).

Materiat

bulwa ziemniaka

Sprzet laboratoryjny

korkobory o $rednicy okolo 1 cm, zlewki 800 cm?, 5 probowek
o $rednicy okolo 1,8 cm, cylinder miarowy 25 cm?, 3 taznie wodne
z termostatem, konduktometr, linijka

Wykonanie doswiadczenia

Duza bulwe ziemniaka umy¢ pod biezaca woda. Za pomoca korko-
boru wycigé z niej 4 fragmenty w ksztalcie walca. Wyréwnac dhu-
g0$¢ wszystkich fragmentéw do okolo 2 cm. Nastepnie umiescié je
w zlewce i dokladnie wyptuka¢ pod biezaca wodg w celu usuniecia
soku komorkowego wyplywajacego z uszkodzonych komorek. Wy-
plukane fragmenty bulwy ziemniaka osuszy¢ na bibule.

Cztery fragmenty wyciete z bulwy ziemniaka umie$cié¢ w od-
dzielnych, ponumerowanych probéwkach i do kazdej z nich wlac po
15 cm?® wody destylowanej. Wymieszaé zawarto$¢ probowek i uzy-
wajac konduktometru, zmierzy¢ przewodnictwo wlaéciwe znajdu-
jacego sie w nich ptynu (k). Dodatkowo zmierzy¢ przewodnictwo
wlaséciwe samej wody destylowanej (KHQO). Dla kazdej probowki za-
pisat warto$¢ przewodnictwa oraz temperatury, w ktérej dokony-
wano pomiaru. Nastepnie umieszczone w probowkach fragmenty
bulwy ziemniaka przez 15 minut podda¢ dzialaniu temperatury:
20°C (pozostawic na stole roboczym), 50°C, 75°C i 100°C (umiescic
w lazniach wodnych). Po tym czasie doprowadzi¢ zawarto$¢ pro-
bowek do temperatury pokojowej i ponownie zmierzy¢ przewod-
nictwo ptynu w kazdej probowce (i,). Temperatura ma znaczacy
wplyw na warto$¢ przewodnictwa, wiec nalezy zwracac uwage na
to, aby temperatura znajdujacego sie w probéwkach ptynu byta taka
sama podczas pierwszego i drugiego pomiaru.
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Opracowanie wynikéw

Od wyznaczonych warto$ci przewodnictwa wla$ciwego roztwo-
row znajdujacych sie w poszczegdlnych probowkach odjac prze-
wodnictwo wlasciwe wody. Dla kazdej probowki obliczy¢ réznice
przewodnictwa roztworu mierzonego po i przed inkubacja w ba-
danych temperaturach, korzystajac ze wzoru:

Ax = (k, - KHZO) - (x, - KH2O)

Narysowac wykres zalezno$ci otrzymanych wartos$ci przewod-
nictwa wladciwego od temperatury, na osi odcietych (x) zazna-
czajac wartoéci temperatury [°C], a na osi rzednych (y) warto$ci
przyrostu przewodnictwa Ax [uS cm™].

I.B. WPLYW TEMPERATURY NA PRZEPUSZCZALNOéC, BtON
PLAZMATYCZNYCH KOMOREK KORZENIA BURAKA CWIKEtOWEGO

Zasada metody

Wraz ze wzrostem przepuszczalnosci blony zwieksza sie wyplyw
sktadnikéw soku komérkowego wypelniajacego wakuole komo-
rek roslinnych. W soku komérkowym komorek korzenia buraka
¢wiklowego znajduja sie czerwone barwniki betacyjaniny. Wplyw
temperatury na przepuszczalno$¢ blon mozna oceni¢ na podsta-
wie intensywno$ci zabarwienia roztworow, w ktérych umieszcza
sie tkanke korzenia buraka. Intensywno$¢ zabarwienia roztworu
zawierajacego betacyjaniny pochodzace z korzenia buraka okre-
§la sie poprzez pomiar absorbancji przy dtugoéci fali 525 nm.

Sprzet laboratoryjny

korkobor o §rednicy okolo 1 ¢cm, zlewka 800 ¢cm?, 5 probowek
szklanych, cylinder miarowy 25 cm?, 3 taznie wodne z termosta-
tem, zamrazarka, spektrofotometr, kuwety spektrofotometrycz-
ne, linijka

Wykonanie doswiadczenia

Duzy korzen buraka ¢wiklowego umy¢ pod biezaca woda. Za po-
moca korkoboru wyciaé z niego 5 fragmentéw w ksztalcie wal-
ca. Wyrownac dhugos¢ wszystkich fragmentéw do okoto 3 cm.
Nastepnie umies$cic je w zlewce i plukac pod biezaca woda przez
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kilka minut, az do momentu usuniecia barwnika wyplywajacego
z uszkodzonych komoérek. Wyplukane fragmenty z korzenia bu-
raka osuszy¢ na bibule.

Pie¢ fragmentow wycietych z korzenia buraka umiescic¢ w od-
dzielnych suchych probéwkach i przez 15 minut poddaé dzialaniu
temperatury: —20°C (umieéci¢ w zamrazarce), 20°C (pozostawic
na stole roboczym), 50°C, 75°C i100°C (umiesci¢ w tazniach wod-
nych). Po zakonczeniu inkubacji fragmentow korzeni buraka we
wskazanych warto$ciach temperatury probowki umieéci¢ w sta-
tywie i do kazdej wlaé¢ po 15 cm® wody destylowanej. Po upltywie
1 godziny dokladnie wymieszaé¢ zawarto$¢ probowek i w kuwe-
tach spektrofotometrycznych, przy dlugosci fali 525 nm, zmierzy¢
w spektrofotometrze absorbancje uzyskanych roztworé6w wobec
wody destylowane;j.

Opracowanie wynikow

Zanotowac¢ wyniki i narysowa¢ wykres zaleznoSci wartosci
absorbancji od temperatury, na osi odcietych (x) zaznacza-
jac warto$ci temperatury [°C], a na osi rzednych (y) warto$ci
absorbancji A,,..

Doswiadczenie Il
Wptyw rozpuszczalnikéw organicznych, stezonych kwasoéw i zasad
na przepuszczalnos¢ bton

LA WPLYW ROZPUSZCZALNIKOW ORGANICZNYCH, STEIZONYCH
KWASOW | ZASAD NA PRZEPUSZCZALNOSC BEON KOMOREK
KORZENIA BURAKA CWIKEOWEGO

Zasada metody

Zwiazki chemiczne, oddziatujac na czasteczki wchodzace w sklad
btony komoérkowej, moga powodowaé naruszenie struktury bto-
ny i w konsekwencji utrate jej selektywnej przepuszczalnosci, co
skutkuje wyplywem skladnikow soku komoérkowego wypekniajace-
go wakuole. Po umieszczeniu fragmentow tkanki korzenia buraka
¢wiklowego w roztworach zwigzkéw chemicznych nastapi wyciek
zawartych w soku komérkowym betacyjanin, co spowoduje zabar-
wienie tych roztwor6ow. Intensywno$¢ ich zabarwienia jest zalezna
od stopnia uszkodzenia blony przez badane zwigzki chemiczne.
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Materiat

korzen buraka ¢wiklowego

Odczynniki

50% C,H,OH, chloroform (CHCL,), aceton (CH,COCH,), 1M HCI,
30% CH,COOH, 1M NaOH

Sprzet laboratoryjny

korkobor o $rednicy okolo 1 cm, 7 probéwek szklanych, pipety
(0,5-5 cm?)

Wykonanie doswiadczenia

Siedem wyplukanych i osuszonych fragmentéw wycietych korko-
borem z korzenia buraka (przygotowanych jak w pkt. I.B) umiescié¢
w oddzielnych probéwkach. Do probéwek dola¢ odpowiednio:

a) 5 cm® H,0 destylowanej (kontrola),

b) 5 cm?® 50% C,H,OH,

¢) 4,5 cm® H,O destylowanej + 0,5 cm® CHCI,,

d) 2,5 cm® H,O destylowanej + 2,5 cm® CH,COCH,,

e) 5cm®1M HCI,

f) 5cm?®30% CH,COOH,

g) 5cm®1 M NaOH.

Wstawione do statywu probowki pozostawi¢ na 30 minut. Na-
stepnie po dokladnym wymieszaniu zawarto$ci probowek doko-
nac wizualnej oceny barwy oraz intensywno$ci zabarwienia znaj-
dujacych sie w nich ptynow.

Opracowanie wynikéw

Intensywno$¢ zabarwienia plynu, w ktérym inkubowala sie tkan-
ka korzenia buraka, wyrazi¢ w skali 1-5.

[1.B. WPLYW ROZPUSZCZALNIKOW ORGANICZNYCH, STEZONYCH
KWASOW | ALKOHOLI NA SKEADNIKI BEONY KOMORKOWEJ
(BIALKA | LIPIDY)

Zasada metody

Zwiazki chemiczne moga powodowac uszkodzenie btony komor-
kowej poprzez odzialywanie z wchodzacymi w sklad jej struktury
biatkami i lipidami. Efekt dzialania zwiazkow chemicznych na
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bialka i lipidy mozna zademonstrowaé na przykladzie odpowied-
nio roztworu albuminy jaja kurzego i oleju roélinnego.

Materiat

1% roztwor albuminy jaja kurzego, olej roslinny

Odczynniki
96% C,H,OH, 20% HCI, CH,COCH,

Sprzet laboratoryjny
3 probowki szklane, pipety (0,1-2 cm?)

Wykonanie doswiadczenia

Do 2 probowek wlaé po okolo 2 cm? roztworu albuminy jaja kurze-
go. Nastepnie dodaé:

a) 1cm®96% C,H_OH,

b) 1 cm? 20% HCI.

Do trzeciej probowki wlaé okoto 2 cm? oleju roslinnego, a na-
stepnie doda¢ 2 cm® CH,COCH,. Obserwowac¢ wptyw zastosowa-
nych zwiazkow na biatka i lipidy.

Opracowanie wynikéow

Wyniki opisaé i zinterpretowac.

Doswiadczenie Il
Przepuszczalnosé bton plazmatycznych dla wodorotlenkéw

Zasada metody

Czerwien obojetna ponizej pH 6,8 ma zabarwienie czerwone, na-
tomiast powyzej pH 8,0 — zote. Szybko$¢ zmiany zabarwienia
komorek skorki lici okrywowych cebuli barwionych czerwienia
obojetna bedzie zalezala od szybko$ci zmiany pH w komoérkach
umieszczonych w roztworach wodorotlenkéw. Przepuszczalno$é
blon biologicznych dla wodorotlenkéw jest odwrotnie proporcjo-
nalna do stopnia ich dysocjacji.

Materiat

cebula cebuli
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Odczynniki

0,1% roztwor czerwieni obojetnej w 70% C,H_OH, 0,025 M HCI,
0,025 M NH,OH, 0,025 M KOH

Sprzet laboratoryjny

zyletka, igla preparacyjna, szalka Petriego o $§rednicy 9 cm,
2 szkietka podstawowe, peseta

Wykonanie doswiadczenia

Kilka fragmentow wewnetrznej skorki tuski cebuli o powierzch-
ni okolo 1 cm? umiescic na szalce Petriego w roztworze czerwieni
obojetnej. Po 5 minutach fragmenty skorki przenie$é do szalki za-
wierajacej 0,025 M HCL. Po uplywie kolejnych 5 minut dokladnie
wyplukac je w szalce z wodg destylowang i umieéci¢ na szkietku
podstawowym w kropli:

a) 0,025 M NH,OH,

b) 0,025 M KOH.

Obserwowa¢ zmiane zabarwienia fragmentow skorki tuski
cebuli.

Opracowanie wynikéw

Na podstawie szybko$ci zmiany zabarwienia fragmentéw skorki
tuski okrywowej cebuli ustali¢, ktory z wodorotlenkow szybciej
wnika do komorek. Wyjasnic¢, dlaczego tak sie dzieje.

Doswiadczenie IV
Whptyw kationéw jedno- i dwuwartosciowych na rodzaj plazmolizy

Zasada metody

Pod wplywem uzytych w do$wiadczeniu stezonych soli w komor-
kach skorki tuski cebuli nastapi plazmoliza, ktorej charakter be-
dzie zalezny od obecnych w soli kationow.

Materiat

cebula cebuli

Odczynniki
1M KNO,,1M Ca (NO,),
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Sprzet laboratoryjny

zyletka, igla preparacyjna, 2 szkietka podstawowe, 2 szkietka na-
krywkowe, mikroskop §wietlny

Wykonanie doswiadczenia

Wykona¢ 2 preparaty mikroskopowe z wewnetrznej skorki tuski
okrywowej cebuli w kropli:
a) LM KNO,,
b) 1M Ca (NO,),.
Po uplywie 15-30 minut obejrzec¢ preparaty pod mikroskopem
(powiekszenie obiektywu 10x lub 20x).

Opracowanie wynikow

W zeszycie wykonaé rysunki splazmolizowanych komorek i wy-
jasni¢, dlaczego kationy jedno- i dwuwarto$ciowe wywoluja inny
rodzaj plazmolizy.
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