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CZESC TEORETYCZNA

Wymiana wody miedzy komorka roélinna a §rodowiskiem
zewnetrznym odbywa sie zgodnie z prawami dyfuzji, osmo-
zy i pecznienia. Wedlug teorii termodynamicznej u podstawy
tych zjawisk lezy dgazenie do przyjecia przez dany uklad sta-
nu majacego mozliwie najnizsza energie swobodng. Jesli obok
siebie znajda sie dwa uklady rozniace sie energia swobodna,
to nastapi przenikanie wody z ukladu o wyzszej energii swo-
bodnej do ukladu o nizszej energii swobodnej, az do uzyskania
stanu rownowagi. Energia swobodna w odniesieniu do 1 mola
jakiegokolwiek zwiazku chemicznego w roztworze okre$lana
jest jako potencjat chemiczny tego zwigzku. Potencjal chemicz-
ny wody okresla sie skrotowo jako potencjal wody (¥). Jest
on definiowany jako energia swobodna (zdolno$¢ do wykona-
nia pracy uzytecznej) wnoszona do ukladu przez 1 mol wody
i mierzona w stosunku do wzorca, ktérym jest czysta woda
pod ci$nieniem jednej atmosfery i w temperaturze 298 K. Po-
tencjal wody stanowi wiec r6znice miedzy potencjalem che-
micznym wody w ukladzie (w roztworze) (1, ) a potencjalem
chemicznym czystej wody (u), ktory przy ciSnieniu atmosfe-
rycznym ma warto$¢ zero:

w_ o He

Vuw

gdzie:
X_/w — molowa objeto$¢ wody (18 cm?® mol ™).

Rozpuszczenie jakiejkolwiek substancji w roztworze powo-
duje obnizenie jego potencjatu wody. Potencjal wody przyjmuje
zwykle warto$ci ujemne i wyrazany jest w jednostkach ci$nie-
nia: Pa (1 Pa =1 Nm™) lub jego wielokrotnosci: MPa (10° Pa).
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Przewodnik do ¢wiczen z fizjologii roslin I

O stosunkach wodnych w komérce roslinnej oraz mozliwosci
oddania lub pobrania wody przez komorke decyduja gtownie dwa
czynniki: (1) potencjat wody soku komoérkowego w wakuoli, ktory
przyjmuje zawsze warto$ci ujemne i zalezy od stezenia substancji
osmotycznie czynnych w wakuoli, oraz (2) potencjal turgorowy,
odzwierciedlajacy ciSnienie wywierane przez $ciane komorko-
wa na protoplast, rowne co do wartos$ci ci$nieniu wywieranemu
przez protoplast na $ciane komorkowa. W jedrnej komoérce (stan
turgoscencji) potencjal turgorowy przyjmuje wartosci dodatnie,
aw przypadku utraty turgoru jest rowny zeru. ZaleznoSci te cha-
rakteryzuje pojecie potencjalu wody komorki (¥):

v -v Y,
gdzie:

¥ - potencjal wody soku komérkowego (potencjat osmotyczny),
¥, — potencjal turgorowy (potencjal ciSnienia).

Jezeli potencjal wody w komorce bedzie mniejszy (bardziej
ujemny) od potencjatu wody w otoczeniu, to woda bedzie wni-
kala do komorki, jesli za§ bedzie wiekszy (mniej ujemny) od po-
tencjalu wody w otoczeniu, woda bedzie wyplywala z komoérki na
zewnatrz. Woda przemieszcza sie zawsze w kierunku od
wyzszego potencjalu wody do nizszego.

CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia
Charakterystyka stosunkéw wodnych w komérce roslinnej poprzez oznaczenie
potencjatu wody soku komdérkowego i potencjatu wody komarki.

Doswiadczenie |
Oznaczanie potencjatu wody soku komérkowego metodq plazmolizy
granicznej (De Vriesa)

Zasada metody

Punkt, w ktorym blona komoérkowa pozostaje w kontakcie ze
Sciang komorkowa, ale nie jest wytwarzany potencjal turgorowy,
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Rozdziat Ill. Komérka roslinna jako uktad osmotyczny I

okresla sie jako punkt poczatkowy plazmolizy. W chwili zaniku
potencjatu turgorowego, czyli gdy ¥, = 0, potencjat wody komorki
jest rowny potencjatowi soku komorkowego (¥, = ¥). W fizjolo-
gii roélin przyjmuje sie, ze warunek taki jest spelniony w tkance,
w ktoérej okoto 50% komorek znajduje sie w punkcie poczatko-
wym plazmolizy (tzw. plazmoliza graniczna). Metoda polega na
znalezieniu takiego roztworu, ktéry wywoluje w badanej tkance
plazmolize graniczna. Potencjal wody takiego roztworu (¥) jest
rowny potencjatowi wody soku komérkowego (¥)).

Materiat

cebula cebuli

Odczynniki

roztwor sacharozy o stezeniu 1 M

Sprzet laboratoryjny

statyw z 9 probowkami, pipety (0,1-10 cm?®), bagietka, skalpel, igla
preparacyjna, 9 szkielek podstawowych i nakrywkowych, 5 szalek
Petriego, mikroskop Swietlny

Wykonanie doswiadczenia

Z wyjSciowego roztworu sacharozy o stezeniu 1 M przygotowac me-
toda rozcienczen po 10 cm?® roztworéw o nastepujacych stezeniach:
0,1;0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 M. Na czyste, odpowiednio opi-
sane szkietka podstawowe nanies$¢ bagietka po kilka kropli przygo-
towanych roztwordw. Bagietke nalezy kazdorazowo umy¢ i wytrzeé
do sucha. Z wkleslej strony zgrubiatych tusek wewnetrznych cebu-
li wycina¢ skalpelem skorke o powierzchni mniej wiecej 5 x 5 mm
i przenosic igla preparacyjna do roztworu na szkielkach podsta-
wowych. Nastepnie nakry¢ je szkietkiem nakrywkowym. Wszyst-
kie preparaty powinny pochodzi¢ z jednego fragmentu cebuli. Tak
przygotowane preparaty przykry¢ szalkami Petriego i pozostawic¢
na okolo 30 minut. Po tym czasie obserwowaé¢ pod mikroskopem
(powiekszenie obiektywu 10x lub 20x) rézne stadia plazmolizy, za-
czynajac od najwiekszego stezenia sacharozy. Okresli¢ stezenie roz-
tworu sacharozy, w ktérym tylko niektore protoplasty komérek wy-
kazuja zmniejszenie objetoSci, widoczne jako oderwanie od $ciany
komorkowej w narozach (plazmoliza graniczna).
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Opracowanie wynikéw

1. Narysowac komorke skorki cebuli w stanie zaawansowa-
nej plazmolizy i plazmolizy graniczne;j.

2. Obliczy¢ potencjal wody roztworu sacharozy wywotuja-
cego plazmolize graniczna.

Potencjal wody soku komoérkowego bedzie liczbowo w przybli-
zeniu réwny potencjalowi wody roztworu sacharozy wywolujace-
go plazmolize graniczna. Mozna go wyliczy¢, stosujac rownanie
van't Hoffa:

W =—iCRT

gdzie:

Y — potencjat wody roztworu sacharozy wywolujacego plazmo-
lize graniczng [MPa],

C - stezenie roztworu wywotujacego plazmolize graniczna [M],
R - stala gazowa (8,31 Nm K mol),

T — temperatura bezwzgledna [K],

1 — wspolczynnik izotoniczny dla substancji dysocjujacych:

i=1+a(n-1)

gdzie:

a — stopien dysocjacji,

n — liczba jondéw powstajacych przy dysocjacji (dla czasteczek nie-
zjonizowanych, takich jak sacharoza czy mannitol, i = 1).

Doswiadczenie Il
Oznaczenie potencjatu wody komérki roslinnej

O mozliwosci pobrania lub oddania wody przez komorke roslin-
ng decyduje potencjat wody komorki (¥,). Umieszczajac tkan-
ke w roztworach o r6znym potencjale wody (seria rozcienczen),
mozna oznaczy¢ ¥, poprzez znalezienie takiego roztworu, w kt6-
rym komorka (tkanka) nie bedzie ani pobieraé, ani traci¢ wody.
Oznacza to, ze tkanka i roztwor znajduja sie w stanie rownowagi
i potencjat wody tkanki jest rowny potencjatlowi wody roztwo-
ru. Bada¢ mozna zar6wno zmiany stezenia roztworu, w ktérym
umieszczono tkanke, jak i zmiany objetosci (masy) tkanki.
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Rozdziat Ill. Komérka roslinna jako uktad osmotyczny I

[I.LA. OZNACZANIE POTENCJALU WODY KOMOREK ROSLINNYCH
NA PODSTAWIE ZMIANY STEZENIA ROZTWORU METODA
SZARDAKOWA

Zasada metody

Potencjal wody komoérki (tkanki) mozna oznaczyé poprzez usta-
lenie zmiany potencjalu wody roztworu, w ktérym inkubowano
tkanke. Jezeli potencjal wody roztworu obnizy sie (stezenie roz-
tworu wzro$nie), to znaczy, ze tkanka pobrala wode. Jezeli za$ po-
tencjal wody roztworu wzro$nie (stezenie obnizy sie) — tkanka od-
data wode. Kierunek przeptywu wody kazdorazowo jest zgodny
z gradientem potencjalu wody miedzy komorka i roztworem ze-
wnetrznym. W wyniku zmiany potencjalu wody roztworu zmienia
sie rOwniez jego ciezar wlaéciwy. Porownujac ciezary wlasciwe
roztworow wyjsciowych i roztwordw po inkubacji tkanki roslinnej,
mozna wskazaé roztwor, ktorego ciezar wlasciwy nie zmienil sie
wskutek przebywania w nim tkanki roslinnej. Potencjal wody ta-
kiego roztworu jest liczbowo réwny potencjatowi wody komorki.

Materiat

lidcie ro$lin (begonia, cyklamen, pelargonia)

Odczynniki
0,5 M CaCl,, blgkit metylenowy

Sprzet laboratoryjny

statyw z 14 probéwkami, pipety (0,1-10 cm?), pipety kapilarne,
bagietka, korkobor, igla preparacyjna

Wykonanie doswiadczenia

Z wyjsciowego roztworu CaCl, o stezeniu 0,5 M przygotowac po
10 cm? roztwordw o stezeniach: 0,03; 0,05; 0,08; 0,1; 0,13; 0,15;
0,20 M. Probowki z powyzszymi roztworami (odpowiednio opi-
sane) umiesci¢ w pierwszym rzedzie statywu. Nastepnie z kazdej
probowki przeniesé po 0,5 cm? roztworu do probowki stojacej za nig
w drugim rzedzie statywu. Z liSci roslin wyciaé¢ korkoborem krazki
o $rednicy 0,8—1 cm i wrzuci¢ po 3—5 do kazdej z probowek drugie-
go rzedu. Bagietka usuna¢ pecherzyki powietrza i pozostawic proby
na 30 minut, kilkukrotnie delikatnie mieszajac w tym czasie. Po
uplywie czasu inkubacji krazki wyjaé igla preparacyjna, a roztwor,
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Przewodnik do ¢wiczen z fizjologii roslin I

w ktorym sie inkubowaly, zabarwi¢ blekitem metylenowym, wrzu-
cajac do kazdej probowki po kilka krysztatkow barwnika. Pipeta
kapilarng nabra¢ mala krople barwnego ptynu z pierwszej probow-
ki, w ktorej inkubowala sie tkanka, i przenie$¢ do probowki stoja-
cej przed nig w pierwszym rzedzie, zanurzajac pipete kapilarna do
polowy wysoko$ci roztworu i wypuszcezajac powoli barwny plyn.
Czynnos¢ powtodrzyc¢ dla wszystkich badanych roztworéw. Obser-
wowa¢ przemieszczanie sie barwnej smugi. Jesli kolorowa kropla
pozostaje na powierzchni cieczy, oznacza to, ze po inkubacji tkanki
roztwor stal sie bardziej rozcieficzony wskutek oddawania wody
przez tkanke, a tym samym jego ciezar wlasciwy sie zmniejszyl.
Natomiast opadanie kropli na dno wskazuje, ze ciezar wlaéciwy
roztworu po inkubacji tkanki sie zwiekszyt (tkanka pobrata wode).
Jezeli kropla dyfunduje rownomiernie we wszystkich kierunkach,
ciezar wlasciwy roztworu nie ulegt zmianie.

Opracowanie wynikéow

1. Obliczy¢ potencjal wody komorki, korzystajac z rownania
van’'t Hoffa (por. Do§wiadczenie I) i danych dotyczacych
stopnia dysocjacji CaCl, (tabela 3.1). Potencjat wody ko-
morki jest liczbowo réwny potencjalowi wody roztworu,
w ktéorym obserwowano rownomierng dyfuzje barwnej
kropli, $wiadczaca o stanie rownowagi miedzy tkanka
a $rodowiskiem zewnetrznym.

2. Przeprowadzi¢ analize zaleznoSci potencjalu wody komor-
ki i roztworu CaCl, w przypadku, gdy: (a) barwna kropla
unosila sie ku gorze i (b) barwna kropla opadata na dno.

dla Ca o, Stezenie CaCl, [M]
0,88 0,01
0,82 0,03
0,77 0,05
0,75 0,08
0,74 0,10
0,71 0,15
0,68 0,20
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Rozdziat Ill. Komérka roslinna jako uktad osmotyczny I

11.B. OZNACZANIE POTENCJALU WODY KOMOREK ROSLINNYCH
NA PODSTAWIE ZMIANY OBJETOSCI | MASY TKANKI METODA
URSPRUNGA

Zasada metody

Fragmenty tkanki ro§linnej umieszcza sie w roztworach o r6znych
stezeniach substancji osmotycznie czynnej w celu znalezienia ta-
kiego roztworu, w ktéorym objeto$¢ (masa) tkanki nie ulegnie
zmianie, czyli tkanka nie bedzie ani pobieraé, ani traci¢ wody.
Wowcezas ¥ roztworu jest rowne ¥ tkanki. Jesli ¥ roztworu ze-
wnetrznego bedzie mniejszy (bardziej ujemny) od ¥ tkanki, to
tkanka bedzie oddawala wode i jej objetos¢ sie zmniejszy. Przy
wyzszym ¥ roztworu zewnetrznego tkanka pobierze wode i jej
objeto$¢ wzroénie. Zmianie objetoéci towarzyszy¢ bedzie propor-
cjonalna zmiana masy tkanki.

Materiat
bulwy ziemniaka

Odczynniki
roztwor sacharozy o stezeniu 1 M

Sprzet laboratoryjny
statyw z 9 probowkami, korkobor, pipety (0,1-10 cm?®), waga la-
boratoryjna, linijka

Wykonanie doswiadczenia

Z wyjSciowego roztworu sacharozy o stezeniu 1 M metoda roz-
cienczen przygotowac¢ w probowkach po 10 ecm?® roztworow
o stezeniach: 0; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 M. Z bulw
ziemniaka wycia¢ korkoborem 9 walcow o §rednicy 7-9 mm
i dlugosci 5—-6 cm. Po dokladnym zmierzeniu linijka ich dtu-
godci i zwazeniu umiescic je w przygotowanych probowkach.
Po uplywie 90 minut walce wyja¢ z roztwordw, osuszy¢ deli-
katnie na bibule oraz ponownie zmierzy¢ ich dtugo$é i zwazye¢.
Poréwnac wyniki z pomiarami wyj$ciowymi. Wyniki umiescic¢
w tabeli 3.2.
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Stezenie roztworu sacharozy [M] | 0,0 | 0,2 | 0,3 |04 | 0,5|0,6 | 0,7 | 0,8 | 0,9
Dlugosé poczatkowa [mm]

Dlugosé konicowa [mm]

Zmiana dtugo$ci [mm]

Masa poczatkowa [g]

Masa koncowa [g]

Zmiana masy [g]

Stan turgoru tkanek

Opracowanie wynikéw Tabela 3.2. Zaleznosc

1. ZnaleZ¢ stezenie roztworu, w ktérym objeto$¢ (masa) g]ja’y' ;Eﬁﬁjigtgnek
tkanek nie ulegta zmianie, i na tej podstawie, korzystajac stezenia roztworu
z réwnania van’'t Hoffa (por. Do§wiadczenie I), obliczy¢ sacharozy
potencjal wody komoérek bulwy ziemniaka.
2. Okreéli¢ stan turgoru tkanek ziemniaka po wyjeciu ich
z roztwordw sacharozy. Zaobserwowane zmiany wyjasni¢
w oparciu o analize zalezno$ci potencjalu wody komorek

bulwy ziemniaka i roztworu sacharozy.
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