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Przedmowa

Przewodnik do ¢wiczen z fizjologii roslin adresowany jest gtow-
nie do studentow studidow licencjackich na kierunkach biologia,
ochrona $rodowiska i biotechnologia. Moze by¢ rowniez pomoc-
ny dla studentéw innych kierunkéw przyrodniczych i rolniczych.
Przy opracowaniu éwiczen autorzy wykorzystali swoje wielolet-
nie do$wiadczenie dydaktyczne w zakresie fizjologii i biochemii
ro$lin, zdobyte w czasie prowadzenia zaje¢ praktycznych w Kate-
drze Fizjologii i Biochemii Roslin na Wydziale Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego.

Cwiczenia zostaly tak opracowane, aby zapoznaé studentéw
z podstawowymi procesami zwigzanymi z funkcjonowaniem ro-
§lin, ulatwic ich zrozumienie i wzajemne relacje, co ma istotne
znaczenie w kontekscie praktycznego wykorzystania roslin w zy-
ciu czlowieka. Zamiarem autoréw bylo tez wykazanie, ze fizjo-
logia ro$lin, bedaca jednym z podstawowych dzialéw biologii,
postuguje sie nowoczesnymi metodami z zakresu biochemii, bio-
fizyki i biotechnologii. Kazdy rozdzial zostal poprzedzony krot-
kim wstepem teoretycznym, przygotowujacym do zaje¢ labora-
toryjnych dotyczacych omawianych zagadnien, ktory ma ulatwic
zrozumienie samego procesu lub reakeji i ich uwarunkowan.

Przewodnik zawiera zestaw ¢wiczen, ktore mozna wykonaé
bez zaawansowanej aparatury, przy jednoczesnym znacznym
zaangazowaniu studentéw w prowadzone do§wiadczenia. Auto-
rzy wyrazaja nadzieje, ze niniejsze opracowanie bedzie przydat-
ne dla wszystkich zainteresowanych biologia eksperymentalng
ro$lin.
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CZESC TEORETYCZNA

Tkanki ro$linne skladaja sie z wody, zwigzkow organicznych oraz
zwigzkow nieorganicznych. Zawarto$¢ wody w roélinach stano-
wi §rednio 70-95% ogdlnej ich masy i moze r6zni¢ sie znacz-
nie w zalezno$ci od gatunku, wieku ro$liny, organu, pory roku
oraz aktualnie panujacych warunkéw srodowiska. Najwieksza
zawarto$cig wody charakteryzuja sie tkanki, w ktérych inten-
sywnoéé proceséw metabolicznych jest najwyzsza. Srednia za-
warto$¢ wody wyrazona w procentach catkowitej masy rosliny
jest najwyzsza w platkach kwiatow (90-95%), w liéciach wynosi
okolo 60—95%, a najmniej zasobne w wode sa nasiona i ziarniaki
zb6z (5—15%). Naturalnie uwodniona, zwazona bezposrednio po
pobraniu masa roéliny lub jej czesci to Swieza masa ro$lin-
na ($. m.).

Z uwagi na dynamike zmian zawartoSci wody w tkankach
roélinnych, aby przeprowadzi¢ analize skladu chemicznego po-
branego materialu, pozyskuje sie suchg mase ro§linna. Sucha
masa roslinna (s. m.) jest masa tkanki roslinnej otrzymang
w procesie ogrzewania probki w temperaturze 105°C przez dwie
godziny, a nastepnie w 80°C — az do uzyskania stalej masy. Pod-
czas ogrzewania lotne zwiazki zawarte w tkance uchodza do at-
mosfery, a substancje wrazliwe na dzialanie wysokiej temperatu-
ry zostaja rozlozone do zwigzkoéw prostych. Sucha masa roslinna
jest pozostaloScia zawierajaca zwiazki organiczne i nieorganicz-
ne oraz wode zwigzang chemicznie. Prawie polowe suchej masy
roélinnej stanowi wegiel (ok. 45%), podobnie tlen (ok. 42%), oko-
to 6,5% — wodor, a 1,5% — azot. W celu dalszej analizy sktadu
mineralnego tkanek suchg mase poddaje sie procesowi spopie-
lenia prowadzonemu w temperaturze 600°C. Spaleniu ulega ma-
terial organiczny, a powstajace w tym procesie CO,, H,0, NH,
i H,S ulatniajq si¢ do atmosfery. Pozostala czg$¢ zwigzkow nielot-
nych otrzymana po prazeniu to popiol roslinny, ktoéry zawiera



Przewodnik do ¢wiczen z fizjologii roslin I

pierwiastki pobrane z podloza, z wyjatkiem azotu oraz czeSciowo
siarki, i stanowi 0,2-20% suchej masy. W sktad popiotu wchodza
glownie tlenki takich pierwiastkow, jak: K, Mg, Na, Fe, P, S, Si,
a takze sole: chlorki, siarczki i fosforany.

Kryteria podzialu pierwiastkow wystepujacych w organi-
zmach ro$linnych:

1. Kryterium jako$ciowe — dzieli pierwiastki na podsta-
wie niezbedno$ci pobieranych ze srodowiska jonéw oraz
ich spos6b dzialania:

a) pierwiastki niezbedne - sa konieczne do przejécia
calego cyklu rozwojowego rosliny, od kietkowania do
wydania zywotnych nasion, i nie moga by¢ zastapione
innymi pierwiastkami (N, K, Ca, Mg, P, S oraz Cl, Fe,
Cu, B, Zn, Mn, Mo, Ni);

b) pierwiastki korzystne (pozadane) — wplywaja
pozytywnie na wzrost i rozwoj ro$lin, ale nie s nie-
zbedne w przebiegu ontogenezy (Na, Si, Co, Al, V);

¢) pierwiastki zbedne (balastowe) — jesli wystepuja
w podlozu, moga by¢ pobierane przez rosline, jednak nie
peknia zadnych funkgji fizjologicznych lub moga wykazy-
wa¢ dzialanie toksyczne (np. Pb, Cd, Hg).

2. Kryterium ilo$ciowe — dotyczy ilo$ci, w jakiej sa po-
bierane pierwiastki z podloza oraz ich zawartosSci w suchej
masie roslin:

a) makroelementy — wystepuja w roslinach na ogoél
w iloéci powyzej 0,1% (1000 ppm) suchej masy. Sa to:
N, K, Ca, Mg, P, S;

b) mikroelementy — wystepuja w roélinach w ilo-
$ci okoto 1000-krotnie mniejszej niz makroelementy
(0,01-0,00001%; 100—-0,1 ppm). Sa to: Cl, Fe, Cu, B, Zn,
Mn, Mo, Ni.

3. Kryterium wlasciwosci chemicznych oraz fizjolo-
giczno-biochemicznych:

a) pierwiastki organogenne: C, H, O; roslina pobiera je
w postaci CO,, H,010,;

b) niemetale: N, S, P, B, CI;

¢) metale alkaliczne i ziem alkalicznych: K, Ca, Mg, Na
oraz polmetal Si;

d) metale ciezkie: Fe, Cu, Mn, Mo, Zn, Ni, Co, Al, V.

12
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CZESC PRAKTYCZNA

Doswiadczenie |
Mikroanaliza popiotu roslinnego

Cel ¢wiczenia
Wykrycie obecnosci chloru, fosforu, magnezu, potasu, siarki, wapnia i zelaza
w popiele roslinnym.

Zasada metody

Skladniki mineralne popiotu roslinnego wykrywa sie za pomo-
cg charakterystycznych reakcji chemicznych, w wyniku kto-
rych poszczeg6lne jony tworza tatwo krystalizujace lub barwne
zwigzki.

Materiat

popidl rodlinny, np. z liéci tytoniu lub z drewna

Odczynniki

10% HCI, 10% HNO,, 1% AgNO,, 1% (NH,),MoO,, 1% HNO,, 10—
25% NH, , 1% Na,HPO,, 70% HCIO,, 96% C,H,OH, 5% BaCl,,
nasycony roztwor (NH,),C,0,, 1% H,SO,, 2% heksacyjanozelazian

27278

(ID potasu — K,[Fe(CN),]

Sprzet laboratoryjny

waga analityczna, mikroskop $wietlny, 2 probéwki chemiczne,
7 szkielek podstawowych, szkielka nakrywkowe, pltytka pH-
-metryczna, bagietki szklane

I.A. PRZYGOTOWANIE DWOCH RODZAJOW WYCIAGOW Z POPIOtU
Na wadze odwazy¢ dwie porcje po 50 mg popiotu roslinnego
otrzymanego z lisci tytoniu lub z drewna. Kazda z porcji przenie$c
do osobnych, podpisanych probowek i zalaé 2 cm?:

a) 10% HCI,

b) 10% HNO,.

13
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Zawarto$c¢ probowek ostroznie wymieszac i pozostawié¢ na
5 minut, aby osad opad} na dno. Do wykrywania skladnikow mi-
neralnych w popiele uzywaé ptynu znad osadu, bez uprzedniego
saczenia przez bibute. W celu wykrycia skladnikéw mineralnych
wszystkie reakcje chemiczne przeprowadzac na szkietkach pod-
stawowych, bez uzywania szkietek nakrywkowych.
Przeprowadzajac ponizsze do$§wiadczenia, zawsze nalezy:
(1) podpisa¢ szkielko podstawowe, (2) nalozy¢ za pomoca bagietki
szklanej krople analizowanego wyciagu, (3) w odleglosci okolo 1 cm
od kropli wyciagu natozy¢ krople odczynnika, (4) za pomoca ba-
gietki szklanej polaczy¢ obie krople waskim kanalikiem. Po uptywie
2-5 minut (w zaleznoéci od rodzaju reakcji) w analizowanych pre-
paratach obserwowa¢ pod mikroskopem (powiekszenie obiektywu
10x lub 20x) charakterystyczne krysztaly, ktore zazwyczaj najszyb-
ciej beda widoczne na brzegach kropli. Po dokonaniu obserwacji:
1) zapisaé zasade oznaczenia wraz z rOwnaniem zachodza-
cej reakcji;
2) narysowac krysztaly wykrytych zwiazkéw chemicznych,
uwzgledniajac ich ksztalt, wielko$é oraz barwe;
3) zapisa¢ wnioski dotyczace obecnoéci pierwiastkow w ana-
lizowanym popiele.

UWAGA: Przy wykonywaniu reakcji na szkietkach podstawowych zachowa¢
szczegoblnqg ostroznosé, gdyz niektdre odczynniki sq silnie zrgce lub majg
intensywng won.

I.B. WYKRYWANIE PIERWIASTKOW W POPIELE ROSLINNYM
1. Wykrywanie chloru
Obok kropli wyciagu z popiotu w 10% HNO, umiesci¢ kro-
ple 1% AgNO,. W miejscu polgczenia ptynéw powstaje bia-
ty osad AgCl.

AgNO, + HCl — AgCl | + HNO,
2. Wykrywanie fosforu
Obok kropli wyciggu z popiotu w 10% HNO, umiesci¢ kro-
ple 1% molibdenianu (VI) amonu w 1% HNO,. W miejscu

14
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polaczenia kropli wytracajg sie zote krysztaty fosforomo-
libdenianu amonu.

H,PO, + 12 (NH,),Mo0, + 21 HNO, — (NH,),P(Mo,0,), | + 21 NH,NO, + 12 H,0

. Wykrywanie magnezu

Krople wyciagu z popiotu w 10% HCI zobojetni¢ amo-
niakiem (1-2 krople), dodaé¢ krople 1% roztworu
Na,HPO,. Wytracaja sie¢ drobne krysztaly fosforanu
amonowo-magnezowego.

MgCl, + Na,HPO, + NH,0OH — NH,MgPO, | + 2 NaCl + H,0

. Wykrywanie potasu

Krople wyciagu z popiotu w 10% HCl zobojetni¢ amoniakiem
(1-2 krople), dodaé 2—3 krople kwasu chlorowego (VII). Wy-
traca sig bialy osad nierozpuszczalny w 96% C,H_OH.

KCl + NH,OH + HCIO, — KCIO, | + NH,Cl + H,0

. Wykrywanie siarki
Do wyciagu z popiotu w 10% HCI doda¢ kilka kropli 5%
BaCl,. Wytraca sig bialy, nierozpuszczalny osad BaSO,.

BaCl, + H,SO, — BaSO, | + 2 HCI

. Wykrywanie wapnia

a) Wyciag z popiotu w 10% HCI zobojetni¢ amoniakiem
(1-2 krople), a nastepnie dodaé krople nasyconego roz-
tworu (NH,),C,0,. Wytraca si¢ bialy osad szczawianu
wapnia.

CaCl, + (NH,),C,0, — CaC,0, | + 2 NH,Cl

b) Do wyciggu z popiotu w 10% HCI doda¢ krople 1%
H,SO,. Powstang krysztaly siarczanu wapnia.

CaCl, + H,SO, — CaSO, | + 2 HCI

15
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7. Wykrywanie zelaza
Do wyciagu z popiotu w 10% HCI dodac krople 2% heksa-
cyjanozelazianu (IT) potasu. Powstaje niebieskie zabarwie-
nie — osad heksacyjanozelazianu (II) zelaza (III), czyli ble-
kit pruski. Reakcje wykonaé na plytce pH-metryczne;j.

4 FeCl, + 3 K [Fe(CN),] — Fe [Fe(CN) ], + 12 KCI

Doswiadczenie Il
Wykrywanie sktadnikéw mineralnych w tkankach roslin
(reakcje histochemiczne)

Cel ¢wiczenia

Wykrycie obecnosci magnezu, wapnia, szczawianu wapnia oraz rozpuszczalnych
szczawianéw (C,0,%), azotanéw (V) (NO,’), jonéw amonowych (NH,*) i zelaza

w tkankach roslin.

Zasada metody

Reakcje histochemiczne stuza do wykrywania niewielkich iloSci
poszczegolnych pierwiastkow bezposérednio w tkankach roslin-
nych. Sa to reakcje mikrochemiczne, podczas ktorych powstaja
barwne lub krystaliczne substancje. Wyniki reakcji histochemicz-
nych obserwuje sie najczesciej pod mikroskopem.

Materiat

siewki pomidora, ogonki lisciowe pelargonii, luska cebuli, tody-
ga begonii, korzen marchwi, lidcie pszenicy, lodyga skrzypu

Odczynniki

1% wodorofosforan sodowo-amonowy (NaNH,HPO,), 25% NH,.»
2% H,S0,, 5% (NH,),C,0, w 5% CH,COOH, 8% NaHCO,,
96% C,H,OH, nasycony roztwér NaOH w 90-96% C,H_OH,
0,5% difenyloamina [(C H,),NH] w 48% H,SO,, 48% H,SO,,

20% NaOH, odczynnik Nesslera [K,(HgI,) + KOH],

16



Rozdziat I. Sktad chemiczny roslin. Wykrywanie sktadnikéw mineralnych w roslinach I

goracy C,H,OH, 2% K,[Fe(CN),], 2% HCI, 10% tiocyjanian pota-
su (KSCN), 10% HCI

Sprzet laboratoryjny

zlewka 800 cm?, zlewka 50 cm?, kolba stozkowa 250 cm?, szkietko
zegarkowe o $rednicy 7 cm, zyletka, 2 skalpele, 2 pesety, 10 szkie-
tek podstawowych, szkietka nakrywkowe, mikroskop $wietlny,
2 szalki Petriego, krystalizator na 50 cm?, bibula filtracyjna, pa-
rowniczka, waga analityczna, probéwki chemiczne, bagietki
szklane
1. Wykrywanie magnezu

W komoérkach fotosyntetyzujacych roélin magnez wystepu-

je gtownie jako sktadnik chlorofilu. Spotyka sie go réwniez

w formie mineralnej, szczeg6lnie w nasionach i tkankach

merystematycznych. Obecno$¢ magnezu mineralnego moz-

na latwo wykaza¢ przez wytracenie go w formie krysztatow

fosforanu magnezowo-amonowego.

Na szkietko podstawowe za pomoca bagietki szkla-
nej nanies$¢ krople 1% NaNH,HPO,, zanurzy¢ w niej wy-
konany zyletka poprzeczny skrawek hipokotylu uzyskany
z siewki pomidora. Calo$¢ umiesci¢ w atmosferze nasyco-
nej parami amoniaku, np. pod szklanym kloszem (zlew-
ka 800 cm?), pod ktérym uprzednio wstawiono szalke
Petriego lub krystalizator ze stezonym amoniakiem. Po
5-15 minutach wyjaé spod klosza szkietko podstawowe
z preparatem. Preparat przykry¢ szkieltkiem nakrywko-
wym i obejrze¢ pod mikroskopem (powiekszenie obiek-
tywu 10x lub 20x). W preparacie sa widoczne krysztaly
fosforanu amonowo-magnezowego, ktore nalezy naryso-
wac w zeszycie.

2. Wykrywanie wapnia
W tkankach roslinnych wapn wchodzi w sklad blaszki
srodkowej (protopektyny), wystepuje rowniez w formie
rozpuszczalnej w soku komérkowym. Przewazajaca iloéé
wapnia, szczegdlnie w starszych organach, znajduje sie
w komoérkach w formie krysztatow: szczawianbéw, wegla-
néw lub winianéw wapnia.

17
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Wykona¢ skrawki poprzeczne z todygi i ogonka liscio-
wego pelargonii. Narysowac krysztaly ogladane w do-
Swiadczeniach a, bic.

a) Poprzeczny skrawek lodygi lub ogonka li$ciowego pe-
largonii umiesci¢ na szkietku podstawowym w kropli
2% H,SO,. Po uplywie okolo 30 minut na brzegach
wysychajacej kropli pojawiajg sie krysztaty siarczanu
wapnia o ksztalcie igielek.

b) Poprzeczny skrawek lodygi lub ogonka lisSciowego pe-
largonii umiesci¢ na szkietku podstawowym w kropli
5% (NH,),C,0, w 5% CH,COOH. Preparat przykry¢
szkietkiem nakrywkowym. Po 30 minutach obejrzeé
pod mikroskopem (powiekszenie obiektywu 10x lub
20x) powstale krysztaly szczawianu wapnia.

¢) Poprzeczny skrawek lodygi lub ogonka li$ciowego pe-
largonii umies$cié na szkietku podstawowym w kro-
pli 8% NaHCO, i przykry¢ szkietkiem nakrywkowym.
Tak przygotowany preparat wlozy¢ na 10 minut do za-
mknietej szalki Petriego, nastepnie wyciagnaé i obej-
rze¢ pod mikroskopem (powiekszenie obiektywu 10x
lub 20x). Opisad, jakie rodzaje krysztalow wytwarzaja
sie w komorkach i wokot skrawka todygi.

. Wykrywanie krysztalow szczawianu wapnia w tusce cebuli

W starszych komorkach roslinnych wapn wystepuje z re-

guly w formie krysztaléw szczawianu wapnia, ktore po-

wstaja w wyniku reakcji obecnego w komoérkach kwasu
szczawiowego z tym pierwiastkiem.

Maly skrawek suchej tuski cebuli wlozy¢ na 24 go-
dziny do 96% C,H_OH, aby z martwych komoérek usu-
nacé powietrze, ktore przeszkadza przy ogladaniu prepa-
ratu pod mikroskopem. Nastepnie tuske cebuli optukac
woda, umiesci¢ na szkietku podstawowym w kropli wody
destylowanej, przykry¢ szkietkiem nakrywkowym i obej-
rze¢ pod mikroskopem (powiekszenie obiektywu 10x lub
20x). W komoérkach mozna zaobserwowaé liczne, pry-
zmatyczne krysztaly szczawianu wapnia. Nie zmieniajac
polozenia preparatu, z jednej strony szkietka nakryw-
kowego nanie$¢ bagietkg krople 2% H,SO,, a z drugiej
strony szkietka nakrywkowego odciaga¢ wode za pomocg
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paska bibuly filtracyjnej. W miejsce wody pod szkietko
wnika rozciefczony H,SO,. Obserwujac w dalszym ciggu
preparat pod mikroskopem, mozna zauwazyc¢, ze krysz-
taly szczawianu wapnia ulegajg rozpuszczeniu, a w roz-
nych cze$ciach preparatu tworza sie krysztaly siarczanu
wapnia o ksztalcie igielek. W zeszycie narysowaé komorki
tuski cebuli wraz z krysztalami szczawianu wapnia i siar-
czanu wapnia.

. Wykrywanie rozpuszczalnych szczawianéw w todydze begonii

W komoérkach niektoérych roslin szczawiany nie wystepuja

w formie krysztalow, lecz w postaci rozpuszczalnej, moze

sie tez w nich gromadzi¢ kwas szczawiowy.

Poprzeczny skrawek lodygi lub ogonka li§ciowego be-
gonii umies$ci¢ na szkietku podstawowym w kropli na-
syconego roztworu NaOH w 90-96% C,H,OH. Przykry¢
szkietkiem nakrywkowym i obserwowaé pod mikrosko-
pem (powiekszenie obiektywu 10x lub 20x). W komérkach
parenchymatycznych pojawiaja sie krysztaly szczawianu
sodu o ksztalcie igielek. Krysztaly ukladaja sie w formie
gwiazd, snopkéw lub dendrytow.

. Wykrywanie azotanow (V)

Reakcja z 0,5% (C,H,),NH w 48% H,SO, jest charaktery-

styczna dla azotan6ow (V). Mozna ja wykorzystywac tylko

do takiego materialu roslinnego, kt6ry nie zawiera duzych
iloéci karotenu, gdyz ten w reakeji z H,SO, zabarwia si¢ na
niebiesko, podobnie jak azotany (V) w reakcji z (C .H,),NH

w obecnosci H,SO,.

a) Na szkielku podstawowym umieéci¢ dwa poprzeczne
skrawki lodygi pomidora. Na jeden skrawek naniesé
krople 0,5% (C,H,),NH w 48% H,SO,, a na drugi — kro-
ple 48% H,SO,. Skrawek traktowany roztworem dife-
nyloaminy zabarwia sie na niebiesko — jest to reakcja
charakterystyczna dla jonéw azotanowych (V). Obser-
wowac réwniez zmiane zabarwienia skrawka umiesz-
czonego w 48% H,SO, bez dodatku difenyloaminy i po-
rownac zabarwienie obydwu skrawkow.

b) Na szkietko podstawowe przenie$¢ dwa poprzecz-
ne skrawki korzenia marchwi. Postepowaé podobnie
jak w punkcie a. Obydwa skrawki przybieraja barwe
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niebieska. Zinterpretowaé¢ wyniki uzyskane w do-
Swiadczeniach aib.

6. Wykrywanie jonéw amonowych
Rozgniecionag Swieza tkanke lisci pszenicy zalaé¢ 20%
NaOH i zagotowaé w probowcee. U wylotu probéwki umie-
$ci¢ bibule nasycong odczynnikiem Nesslera: K,(HgI,) +
KOH. W obecnoéci jonéw amonowych bibula barwi sie na
z6tto lub brunatno.

7. Wykrywanie zelaza
Z lidci pszenicy wyekstrahowac chlorofil goragcym C,H,OH.
W tym celu drobno posiekane li$cie umiescic¢ w kolbie stoz-
kowej o objetosci 250 cm? i zala¢ 100 cm® C,H,OH. Kolbe
wstawic¢ do goracej lazni wodnej (80°C) i ostroznie mie-
szajac, prowadzié ekstrakcje chlorofilu do etanolu, az do
catkowitego odbarwienia tkanki. Maly skrawek tkanki
uzyskanej po ekstrakeji chlorofilu (ok. 2 cm?) umiesci¢ na
szkietku zegarkowym w 2% K, [Fe(CN),]. Po 15 minutach
doda¢ krople 2% HCI, po chwili przemy¢ skrawek woda
w zlewce o objetosci 50 cm?®. W obecnosci zelaza powstaje
niebieskie zabarwienie. Jesli zamiast 2% K,[Fe(CN),] zo-
stanie uzyty 10% KSCN, powstanie tiocyjanian zelaza (III)
o czerwonym zabarwieniu.

8. Przygotowanie spodograméow
Sciany komérek niektérych roélin impregnowane s sklad-
nikami mineralnymi, gléwnie krzemianami. Spalajac
ostroznie materiat ro§linny, mozna otrzymac¢ zarysy ko-
morek zbudowane wylacznie z tych elementow.

Do parowniczki wlozy¢ kawalek lodygi skrzypu, spa-
la¢ do chwili pojawienia sie bialego szkieletu. Jedna cze$¢
otrzymanego preparatu umiescié na szkietku podstawo-
wym w wodzie destylowanej, druga — w 10% HCI, w kt6-
rym wszystkie skladniki mineralne, nie krzemowe, ulegaja
rozlozeniu. Dokonaé obserwacji mikroskopowej, naryso-
wac obraz spod mikroskopu (powiekszenie obiektywu 10x
Tub 20x).

Opracowanie wynikéw

Narysowac krysztaly zwigzkow powstalych w poszczegoblnych re-
akcjach histochemicznych (pkt. 1-8).
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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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Rozdziat Il. Mineralne odzywianie roslin [l

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).

27
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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

Bergmann W. (ed.), Nutritional Disorders of Plants. Devel-
opment, Visual and Analytical Diagnosis, Gustav Fischer
Verlag, Jena 1992.

Gorlach E., Mazur T., Chemia rolna, Wydawnictwo Naukowe

PWN, Warszawa 2001.

Kopcewicz J., Podstawy biologii roslin, Wydawnictwo Nauko-
we PWN, Warszawa 2012.

Lewak S., Kopcewicz J., Jaworski K., Fizjologia roslin. Wprowa-
dzenie, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2019.

Mercik S. (red.), Chemia rolna. Podstawy teoretyczne i prak-
tyczne, Wydawnictwo SGGW, Warszawa 2004.
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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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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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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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[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 $rednicy 0,8—1 cm i wrzuci¢ po 3—5 do kazdej z probowek drugie-
go rzedu. Bagietka usuna¢ pecherzyki powietrza i pozostawic proby
na 30 minut, kilkukrotnie delikatnie mieszajac w tym czasie. Po
uplywie czasu inkubacji krazki wyjaé igla preparacyjna, a roztwor,
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w ktorym sie inkubowaly, zabarwi¢ blekitem metylenowym, wrzu-
cajac do kazdej probowki po kilka krysztatkow barwnika. Pipeta
kapilarng nabra¢ mala krople barwnego ptynu z pierwszej probow-
ki, w ktorej inkubowala sie tkanka, i przenie$¢ 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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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.

Kopcewicz J., Podstawy biologii roslin, Wydawnictwo Nauko-
we PWN, Warszawa 2012.
Kopcewicz J., Lewak S. (red.), Fizjologia roslin, Wydawnictwo

Naukowe PWN, Warszawa 2019.

Kozlowska M. (red.), Fizjologia roslin. Od teorii do nauk sto-
sowanych, PWRIL, Warszawa 2007.

Szweykowska A., Fizjologia roslin, Wydawnictwo Naukowe
UAM, Poznan 2002.
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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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CZESC TEORETYCZNA

Wzrost roélin jest uzalezniony od ciaglego zaopatrywania komo-
rek w substancje pokarmowe i wode. Zawarto$¢ wody w tkan-
kach aktywnych metabolicznie moze wynosi¢ 70-95%. Woda
pelni wielorakie funkcje w roélinie. Jest rozpuszczalnikiem wie-
lu substancji, tworzy Srodowisko reakcji chemicznych, a w nie-
ktorych reakcjach bierze bezposredni udzial jako substrat lub
produkt. Woda hydratacyjna zwigzana z makromolekutami od-
powiada za ich strukture i aktywno§¢ metaboliczng. Woda pod-
trzymuje turgor, umozliwia szybki wzrost komorek oraz calej
ro$liny. Jest waznym czynnikiem termoregulacji. Transportuje
zwigzki mineralne i niektére metabolity w ksylemie oraz pro-
dukty asymilacji i substancje biologicznie czynne we floemie.

Przemieszczanie sie wody w roslinie zachodzi w wyniku
trzech podstawowych proceséow: dyfuzji, osmozy oraz przepty-
wu objetoSciowego (masowego), ktory odpowiada za daleki
transport wody w ksylemie i transport floemowy. Warun-
kiem pobierania wody i jej dalekiego transportu w roslinie jest
istnienie gradientu potencjalu wody w ukladzie gleba-roslina-at-
mosfera, a dzialanie ssace transpiracji jest gtdbwna sila napedo-
wa. Transpiracja to inaczej proces czynnego parowania wody
z powierzchni liSci oraz innych organéw nadziemnych, wspoma-
gany przez sity kapilarne, kohezje i adhezje. Szybko$¢ transportu
wody w naczyniach ksylemu uzalezniona jest glownie od inten-
sywno§ci transpiracji, oznaczajacej ilo$¢ wody, ktéra wyparowala
z ro§liny, przeliczona na jednostke powierzchni liéci, w okreslo-
nym czasie. Jednostka intensywno$ci transpiracji w ukltadzie ST
jest mmol H,O m2s™.

Woda paruje glownie przez szparki (transpiracja szparko-
wa) oraz w mniejszym stopniu przez skutynizowang epiderme
(transpiracja kutykularna) i przetchlinki. Intensywno$¢ transpi-
racji regulowana jest przez czynniki roslinne, takie jak: wielko$¢
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i przepuszczalno$é powierzchni parowania wody, liczba i stopien
rozwarcia szparek oraz opor kutykularny i szparkowy, a takze
przez czynniki Srodowiskowe, w tym: ilo$¢ i dostepnosé wody
w glebie, temperatura i napowietrzenie gleby oraz temperatura
i wilgotno$é powietrza, Swiatlo i wiatr.

Bilans wodny rosliny jest definiowany jako réznica mie-
dzy ilo$cia wody pobranej i ilo$cia wody wytranspirowanej przez
roSline w okre$lonym czasie. Jesli utrata wody dominuje nad jej
pobieraniem, bilans wodny jest ujemny. Jego objawem jest wied-
niecie rosliny. Czynniki stresowe, takie jak: niedobor wody (su-
sza), nadmiar wody (zalanie) i uszkodzenia mechaniczne tkanki
przewodzacej, zaklocaja transport wody. W warunkach deficy-
tu wody zwieksza sie synteza kwasu abscysynowego (ABA)
w roSlinach, natomiast nadmiar wody (zalanie) powoduje synte-
ze etylenu. Oba fitohormony s waznymi przekaznikami infor-
macji o pogarszajacych sie stosunkach wodnych miedzy korze-
niem i pedem. W regulacji ruchu szparek wazna role odgrywa
ABA, przemieszczajacy sie w ksylemie wraz z pradem transpi-
racyjnym do li$ci, powodujacy szybkie zamkniecie szparek.

CZESC PRAKTYCZNA

Doswiadczenie |
Whptyw powierzchni lisci na zdolnos¢ roslin do dalekiego transportu wody

Cel ¢wiczenia
Zbadanie wptywu powierzchni lisci na objetos¢ wody pobranej przez rosline
w wyniku dziatania sity ssqcej transpiracji.

Zasada metody

W wyniku transpiracji ro$lina pobiera wode, co powoduje prze-
mieszczanie sie pecherzyka powietrza w potometrze. Pobieranie
wody przez ro$line jest wprost proporcjonalne do dystansu poko-
nanego przez pecherzyk. W celu wyeliminowania zjawiska parcia
korzeniowego w doswiadczeniu wykorzystywane sg pedy roslin
pozbawione korzeni.
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Materiat
ped bzu, figowca lub rosliny innego gatunku majacej zdrewniala

lodyge oraz co najmniej 40 lisci

Sprzet laboratoryjny

potometr (przyklad konstrukeji potometru przedstawia rysunek 5.1),
zlewka (100—-250 cm?), kuweta laboratoryjna (~10 dm?), statyw, waga

laboratoryjna, smar silikonowy lub parafilm, papier, stoper Rysunek 5.1. Schemat
budowy potometru

miejsce polaczenia rosliny z potometrem

!

rezerwuar —p

kapilara z podziatka [mm] —

Wykonanie doswiadczenia

Kuwete laboratoryjna napelni¢ woda z kranu i zanurzy¢ w niej
dolng cze$é pedu $wiezo ucietej rosliny oraz potometr. Poto-
metr wraz z rezerwuarem powinien by¢ catkowicie wypehio-
ny woda, bez pecherzykow powietrza, ktére po dostaniu sie do
ksylemu moglyby utrudnié lub calkowicie zahamowac transport
wody w roélinie. Nastepnie pod woda wlozy¢ koniec pedu rosliny
do otwartego przewodu potometru i uszczelnié polgczenie sma-
rem silikonowym lub parafilmem. Po uszczelnieniu potometru
zamkna¢ szczelnie rezerwuar wody gumowym korkiem. Zlewke
wypelié woda z kranu. Po ostroznym wyjeciu z kuwety rosliny
z potometrem niezwlocznie zanurzyé koniec kapilary potometru
w zlewce, tak aby zachowac cigglo$¢é pobierania wody przez rosli-
ne. Calo$é zamontowac w statywie. Przed rozpoczeciem pomiaru
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pobierania wody przez rosline wszystkie liscie powinny zostac
osuszone. Przygotowac stoper. Wyja¢ kapilare ze zlewki. Po po-
jawieniu sie pecherzyka powietrza ponownie zanurzy¢ kapilare
w zlewce. Kiedy pecherzyk przemiesci sie do poczatku podziatki
na kapilarze, wlaczy¢ stoper i mierzy¢ odleglo$¢ pokonang przez
pecherzyk w ciggu 1 minuty. Wynik zanotowac w tabeli 5.1.

Przygotowac potometr do kolejnego pomiaru. W tym celu po-
czekaé, az pecherzyk powietrza przemiesci sie do rezerwuaru,
a woda ponownie wypelni calg kapilare. Pomiar powt6rzy¢ dwu-
krotnie. Wyniki usrednic.

Po wykonaniu trzech pomiaréw dystansu, jaki pokonal pe-
cherzyk powietrza, odcia¢ od pedu 10 liSci oraz oznaczyé pole po-
wierzchni li$ci metodg wagowa (grawimetryczna). Kontury blaszek
lisciowych odcietych od rosliny obrysowaé na papierze. Wyciete,
papierowe odwzorowania liSci zwazy¢. Z tego samego papieru wy-
cig¢ fragment o znanej powierzchni, np. 1 dm?, i zwazy¢. Znajac
mase jednostki powierzchni papieru i mase lisci papierowych,
z proporcji wyliczy¢ powierzchnie li$ci, korzystajac ze wzoru:

A
Bx100

gdzie:

X — powierzchnia lisci [m?],

A — masa papierowego odwzorcowania liéci [g],
B — masa 1 dm? papieru [g].

Po odcieciu 10 li$ci ponownie wykonaé¢ pomiar dystansu
pokonanego przez przemieszczajacy sie pecherzyk powietrza
w ciggu 1 minuty. Pomiar powto6rzy¢ dwukrotnie, a uzyskane
wyniki uéredni¢. Nastepnie odcigé kolejne 10 lisci, oszacowac
ich powierzchnie i wykonaé ponowne pomiary jak wyzej. Ostatnie
pomiary dystansu pokonanego przez przemieszczajacy sie peche-
rzyk powietrza powinny zosta¢ wykonane z wykorzystaniem pedu
pozbawionego liSci. Usrednione wyniki zanotowac w tabeli 5.1.

Opracowanie wynikéow

Obliczy¢ catkowite pole powierzchni lici usunietych podczas calego
eksperymentu, sumujac pola powierzchni liSci usunietych w kolej-
nych etapach do§wiadczenia. Nastepnie obliczy¢ pole powierzchni
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liSci pozostajacych na pedzie na kazdym etapie eksperymentu. Na
zakonczenie obliczy¢ objeto$¢ wody pobranej przez roéling w wyniku
transpiracji na kazdym etapie dzialania, korzystajac ze wzoru:

Vo 3,14 xr2xd
1000
gdzie:
V — objetos$¢ wody pobranej przez ros$line w wyniku transpiracji
[em?® min™],

3,14 — warto$¢ m,
r — promien podstawy kapilary [mm],
d — dystans pokonany przez pecherzyk powietrza [mm].

Po uzupekieniu tabeli 5.1 wykona¢ wykres zalezno$ci objetosci
wody pobranej przez ro$line w wyniku transpiracji [cm® min'] od
powierzchni lisci [m?]. Wyniki oméwic i zinterpretowad.

Tabela 5.1. Zaleznos¢
objetosci wody
pobranej przez rosline
w wyniku transpiracji
od powierzchni lisci

Powierzchnia Sredni dystans Objetos¢ wody pobranej
Wariant lidei pokonany pr'zez przez roéline% w v'v.yniku
[m?] pecherzyk pf)w1etrza transpl}"aql
[mm min™] [em?® min™]
Ped 40 lisci
Ped 30 lisci
Ped 20 lisci
Ped 10 lisci
Ped bez lisci

Doswiadczenie Il
Wptyw warunkow srodowiska na intensywnosc transpiracji

Cel ¢wiczenia
Zbadanie wptywu oswietlenia, temperatury i wilgotnosci powietrza
na intensywnosc transpiracji.

Zasada metody

Warunki Srodowiska, m.in. o§wietlenie, temperatura oraz wilgot-
no$¢ powietrza, moga wplywacé na stopienn rozwarto$ci szparki
oraz intensywno$¢ transpiracji, a w konsekwencji na ilos¢ wody
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pobranej przez rosliny. Pomiar ubytku wody w okreslonych wa-
runkach $§rodowiska pozwala na ocene wplywu tych warunkow
na intensywno$¢ transpiracji.

Materiat

24 roéliny tulipana podobnej wielko$ci

Sprzet laboratoryjny

12 probowek typu Falcon 15 cm?, statywy, pipety, zlewka (100—
250 cm?®), waga laboratoryjna, lampka biurkowa, wentylator, na-
wilzacz powietrza, olej lub parafina, skalpel

Wykonanie doswiadczenia

12 probéwek umieszczonych w statywach napeiic¢ woda z kranu
do objetosci 5 cm®. Nastepnie koniec todygi kazdej rosliny od-
cia¢ pod woda w zlewce w celu usuniecia czesci, w ktérej wiazki
przewodzace mogly by¢ zapowietrzone. UmiesSci¢ po dwie rosli-
ny w kazdej probowce. Na powierzchnie wody ostroznie nanie$¢
krople ptynnej parafiny lub oleju, ktora utworzy warstwe zabez-
pieczajaca przed ewaporacjg. Okresli¢ masy poczatkowe (m,)
probowek z ro§linami. Probéwki z rolinami (dwie probowki/
wariant) pozostawié¢ na 2,5 godziny w okreslonych warunkach
srodowiska. Do przygotowania wariantow do$wiadczalnych wy-
korzystaé¢ odpowiednio lampke biurkowa, wentylator, nawilzacz
powietrza.
Warianty do$wiadczalne obejmuja:

a) $wiatlo/~22°C, tj. rosliny pozostawione na Swietle
(np. na stole laboratoryjnym dodatkowo oswietlonym
lampka biurkow3g), w temperaturze pokojowej, w at-
mosferze optymalnej wilgotno$ci powietrza — rosliny
kontrolne;

b) ciemno$¢/~22°C, tj. rosliny pozostawione w ciemno$ci,
w temperaturze pokojowej, w atmosferze optymalnej wil-
gotnosci powietrza (np. w wentylowanej komorze, bez do-
stepu $wiatla);

c) $wiatlo/~10°C, tj. roéliny pozostawione na Swietle,
w warunkach obnizonej temperatury (np. w chlodni, na
stole laboratoryjnym, dodatkowo o$wietlonym lampka
biurkowa);
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d) ciemno$¢/~10°C, tj. rosliny pozostawione w ciemnoSci,
w warunkach obnizonej temperatury (np. w chlodni, bez
dostepu $wiatla);

e) powietrze suche/~30°C, tj. rosliny pozostawione na Swie-
tle, w warunkach podwyzszonej temperatury i obnizonej
wilgotno$ci powietrza (np. na stole laboratoryjnym, do-
datkowo o$wietlonym lampka biurkowa, na ktérym stoi
wlaczony wentylator skierowany bezposrednio w strone
badanych roélin);

f) powietrze wilgotne/~30°C, tj. rosliny pozostawione na
Swietle, w warunkach podwyzszonej temperatury i pod-
wyzszonej wilgotno$ci powietrza (np. na stole laborato-
ryjnym, dodatkowo o$wietlonym lampka biurkowa, na
ktorym stoi wlaczony nawilzacz powietrza skierowany
bezposrednio w strone badanych roslin).

Po uplywie 2,5 godziny okresli¢ masy koncowe (m,) probowek
z ro$linami. Usrednione wyniki z dwoch powtoérzen zanotowac
w tabeli 5.2.

Opracowanie wynikow

Okreslié pole powierzchni liéci zgodnie ze wzorem zamieszczo-
nym w Do$wiadczeniu I. Okreéli¢ intensywno$¢ transpiracji me-
toda wagowa, polegajaca na ocenie masy wody wytranspirowa-
nej z lidci, ktére maja jednocze$nie mozliwo$¢ pobierania wody.
Iloé¢ wody wytranspirowanej wylicza sie z r6znicy miedzy masa
poczatkowa i konicowa zestawu do$wiadczalnego. Intensywnosé
transpiracji obliczy¢, korzystajac ze wzoru:

B (mp -m, )x1000
N 18 x P, xt

gdzie:

T - intensywno$¢ transpiracji [mmol H,0 ms™],
m, — masa poczatkowa [g],

m, — masa koncowa [g],

18 — masa molowa wody [g mol™],

P, - powierzchnia lisci [m?],

t — czas pomiaru [s].

Wyniki oméwic i zinterpretowad.
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Powierzchnia
lisci

[g] [g] [m?]

Wariant

Intensywno$¢
transpiracji
[mmol H,O m~s]

Swiatlo/~22°C

Ciemno$¢/~22°C

Swiatto/~10°C

Ciemno$¢/~10°C

Powietrze suche/~30°C

Powietrze wilgotne/~30°C

Doswiadczenie Il
Wptyw deficytu wody na proces transpiracji

Tabela 5.2. Zaleznos¢
intensywnosci
transpiracji od
warunkow srodowiska

Cel ¢wiczenia
Zbadanie wptywu deficytu wody na przyrost wzglednej
wilgotnosci powietrza w wyniku transpiracji.

Zasada metody

Transpiracja wplywa istotnie na wilgotno$é powietrza. Pomiar
przyrostu wzglednej wilgotno$ci powietrza w wyniku transpira-
¢ji roélin rosngcych w warunkach deficytu wody, a nastepnie po
ich podlaniu pozwala poSrednio na ocene wplywu braku wody
na intensywno$¢ transpiracji.

Materiat

ro$liny bazylii

Sprzet laboratoryjny

pojemnik szklany lub plastikowy (~5 dm?), termometr, 2 higro-
metry, stoper, smar silikonowy

Wykonanie doswiadczenia

Do pustego pojemnika szklanego wlozy¢ termometr i higrometr.
Odczytaé warto$é temperatury [°C] oraz wilgotnoSci wzglednej
powietrza [%] w czasie t,. Wyniki zanotowa¢ w tabeli 5.3. Na-
stepnie roSline bazylii, ktéra zostala podlana ostatni raz dwa
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dni przed wykonaniem do$wiadczenia, wlozy¢ do pojemnika.
Pojemnik szczelnie zamknac¢ i uszczelnié. Wlaczyé stoper. Po
3 minutach ponownie odczytac¢ warto$¢ temperatury oraz wil-
gotnoSci wzglednej powietrza w czasie t,, a nastepnie w kolej-
nych przedzialach 3-minutowych (odpowiednio czasy: t,, t,, t,,,
tit). Po wykonaniu doswiadczenia rosling wyjac z pojemnika
ipodla¢ woda z kranu. Odczekaé 30 minut. Po tym czasie roéline
ponownie wstawié do pojemnika i odczytywac wartosci tempe-
ratury oraz wilgotno$ci wzglednej powietrza w czasach t,—t .
Obliczy¢ $redni przyrost wzglednej wilgotno$ci powietrza po-
przez odjecie od wzglednej wilgotno$¢ powietrza w danym punk-
cie czasowym wartoSci w czasie t,. Wszystkie wyniki zanotowac
w tabeli 5.3.

Opracowanie wynikow

Po uzupelnieniu tabeli 5.3 wykonaé wykres zalezno$ci przy-
rostu wzglednej wilgotnos$ci powietrza [%] od czasu [min].
Na wykresie przedstawi¢ warto$ci otrzymane dla rosliny ro-
sngcej w warunkach deficytu wody oraz roéliny po podlaniu,
w analizowanych przedzialach czasowych. Wyniki omoéwié
i zinterpretowad.

Tabela 5.3. Wptyw
deficytu wody na
proces transpiracji

RoSlina rosnaca Roélina po podlaniu
w warunkach deficytu wody Pop
Czas Wazgledna Przyrost' Wagledna Przyrost.
. . ., | wzglednej . ., | wzglednej
[min] |Temperatura| wilgotnoéé¢ | . ,~. |Temperatura| wilgotno$é¢ | . .
o . wilgotno$ci o . wilgotnoSci
[°C] powietrza . [°C] powietrza .
[%] powietrza [%] powietrza
[%] [%]
tO
t3
t6
t9
t12
t15
tlS
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Doswiadczenie IV
Wptyw kwasu abscysynowego (ABA) na proces transpiracji

IV.A. WPLYW ABA NA FUNKCJONOWANIE APARATOW
SZPARKOWYCH

Cel ¢wiczenia
Zbadanie wptywu ABA na rozwartos¢ szparek.

Zasada metody

ABA jest jednym z gléwnych endogennych czynnikow regulu-
jacych rozwarto$¢ szparek w aparatach szparkowych. Egzogen-
na aplikacja ABA na liScie umozliwia obserwacje zamykania
szparek.

Materiat

ro$liny trzykrotki i zielistki

Odczynniki
woda destylowana, 100 uM ABA

Sprzet laboratoryjny

szklane szalki Petriego o pojemnoéci okolo 0,5 dm?, zyletki, pe-
sety, igly preparacyjne, szkietka zegarkowe, szkietka mikrosko-
powe, zlewka, pipety, mikroskop

Wykonanie doswiadczenia

W szklanych szalkach wypelnionych woda destylowana umie-
Sci¢ 5 odcietych lici trzykrotki lub zielistki, dolng strong
blaszki lisciowej. Li$cie pozostawié¢ w szalkach na 24 godziny,
w oSwietlonym miejscu, w temperaturze pokojowej (ok. 23°C).
Po 24 godzinach wycia¢ zyletka fragmenty dolnej i gornej
skorki lisci, a nastepnie umie$cié¢ je na 2 godziny na szkiel-
kach zegarkowych wypelnionych odpowiednio woda destylo-
wang (kontrola) lub 100 uM ABA. Po inkubacji przygotowaé
preparaty mikroskopowe i obserwowac je przy powiekszeniu
obiektywu 10x.
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Opracowanie wynikéw

Wryliczy¢ érednia liczbe aparatow szparkowych (otwartych i za-
mknietych) przypadajacych na pole widzenia mikroskopu (10 pol
widzenia/preparat). Srednie wartoéci liczby aparatéw szpar-
kowych w polu widzenia mikroskopu podac¢ w tabeli 5.4. Obli-
czy¢ % otwartych szparek w poszczegblnych wariantach. Wyniki
omoéwic i zinterpretowac. Opisac, jaki typ liSci ze wzgledu na usy-
tuowanie aparatéw szparkowych wystepuje u trzykrotki, a jaki

Tabela 5.4. \Wptyw
ABA na rozwartosc

. qe . szparek
u zielistki.
Roéliny trzykrotki Roéliny zielistki
Parametr
Kontrola ABA Kontrola ABA

Gorna skorka liscia

Srednia liczba aparatow szparkowych

% otwartych szparek

Dolna skorka liscia

Srednia liczba aparatéw szparkowych

% otwartych szparek

IV.B. WPEYW ABA NA INTENSYWNOSC UTRATY WODY Z LISCI

Cel ¢wiczenia
Zbadanie wptywu ABA na wzgledng zawartos¢ wody w lisciach
poddanych procesowi suszenia.

Zasada metody

Pomiar zmian wzglednej zawartoSci wody w liSciach roslin kon-
trolnych oraz traktowanych egzogennie ABA, poddanych proceso-
wi suszenia, pozwala na posSrednia ocene wplywu ABA na spadek
transpiracji, a w konsekwencji spadek ilo$ci utraconej wody.

Materiat

siewki kukurydzy hodowane hydroponicznie

Odczynniki
woda destylowana, 100 uM ABA
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Sprzet laboratoryjny

szalki Petriego, eksykator, reczniki papierowe, waga laboratoryj-
na, papier, stoper

Wykonanie doswiadczenia

Nasiona kukurydzy inkubowa¢ 4 godziny w wodzie, a nastepnie
wylozy¢ na szalki Petriego — z umieszczonymi na nich krazkami
bibuly zwilzonymi woda destylowang. Szalki umiesci¢ w ciem-
noéci, w temperaturze ~28°C celem skietkowania nasion. Siewki
majace korzenie o dlugosci okolo 1 cm umiesci¢ w kietkownikach
do hodowli hydroponicznej. Dalsza hodowle prowadzi¢ w tempe-
raturze ~28°C, przy fotoperiodzie 18 godzin/6 godzin (dzien/noc),
az do pojawienia sie co najmniej 5 liéci na roslinie. Nastepnie od-
cigé liscie siewek kukurydzy i umieécic po 10 sztuk na szalkach
Petriego wylozonych bibula filtracyjna zwilzona 10 cm?® wody
destylowanej (kontrola) lub 10 cm® 100 uM ABA (ABA). Dalsza
inkubacje prowadzi¢ w ciemnoSci, w temperaturze 25°C przez
24 godziny. Po 24 godzinach liScie wyjac z szalek, osuszy¢ i nie-
zwlocznie zwazyC w czasie t,. Nastepnie liscie umiesci¢ w eksy-
katorze na 2 godziny i wazy¢ co 20 minut. Wyniki zanotowac
w tabeli 5.5.

Opracowanie wynikow

Okresli¢ wzgledna zawarto$¢ wody w lisciach (RWC), korzysta-
jac ze wzoru:

masa lisci w danym punkcie czasowym doswiadczenia

RWC = . : x 100
masa lisci w czasie t,

gdzie:
RWC - wzgledna zawarto$¢ wody w liéciach [%].

Uzyskane wyniki umieécié w tabeli 5.5 i na ich podstawie wy-
kona¢ wykres zalezno$ci RWC [%] od czasu [min]. Na wykres
nanie$¢ wartoS$ci otrzymane dla rosliny inkubowanej w wodzie
destylowanej (kontrola) lub 100 uM ABA (ABA). Wyniki omowic
izinterpretowac.
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Czas Kontrola

ABA

[min] | Masa lisci [g]

RWC [%]

Masa lisci [g]

RWC [%]

Kopcewicz J., Podstawy biologii roslin, Wydawnictwo Nauko-
we PWN, Warszawa 2012.

Kopcewicz J., Lewak S. (red.), Fizjologia roslin, Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa 2016.
Kozlowska M. (red.), Fizjologia roslin. Od teorii do nauk sto-
sowanych, PWRIL, Warszawa 2007.

Tabela 5.5. Wptyw
ABA na wzgledna
zawartos¢ wody
(RWC) w lisciach
kukurydzy poddanych
procesowi suszenia
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CZESC TEORETYCZNA

Chlorofile sa najbardziej rozpowszechnionymi zielonymi barw-
nikami ro$linnymi. Wystepuja w tkankach fotosyntetycznych.
Razem z karotenoidami biorg udzial w absorpcji energii $wietl-
nej i jej zamianie na energie chemiczng, wykorzystywana w en-
doergicznym procesie syntezy zwigzkéw organicznych z nieorga-
nicznych zwigzkéw niskoczgsteczkowych, takich jak CO, i H,0,
wedlug réwnania:

6 CO, + 6 H,0 + $wiatlo - C.H,0, + 6 O,

W budowie chlorofilu mozna wyrézni¢ dwie zasadnicze cze-
Sci: ,glowe”, bedaca pochodna tetrapirolu (chlorofilina), stano-
wiaca uklad porfirynowy, w ktérego centrum znajduje sie atom
magnezu, zwigzany koordynacyjnie z atomami azotu pierScieni
pirolowych, oraz ,,ogon”, ktory jest utworzony przez 20-weglowy
alkohol fitol polaczony wigzaniem estrowym z magnezoporfiry-
na. Obecno$c w chlorofilinie ukladu wiazan sprzezonych spra-
wia, ze chlorofil jest efektywnym fotoreceptorem, i nadaje mu
charakterystyczna zielong barwe. Silnie hydrofobowy fitol zako-
twicza chlorofil w blonach tylakoidéw, zapewniajac jednocze$nie
jego odpowiednie ulozenie.

Znanych jest kilka rodzajéw chlorofilu, jednak u roslin wy-
stepuje glownie chlorofil a oraz chlorofil b. Wszystkie foto-
syntetyzujgce organizmy zawierajg chlorofil a (C,;H,,O.N Mg)
o niebiesko-zielonym zabarwieniu, ktory absorbuje §wiatlo nie-
biesko-fioletowe o dtugosci fali 430 nm oraz czerwone o dtugosci
662 nm. Chlorofil b wykazujacy z6lto-zielona barwe najinten-
sywniej absorbuje $wiatto niebieskie w zakresie 455 nm i czer-
wone o dtugoéci fali 642 nm. Réznica w budowie miedzy chlo-
rofilem a i chlorofilem b polega na obecnosci grupy metylowej
przy drugim pierScieniu pirolowym chlorofiliny w przypadku
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chlorofilu a, podczas gdy chlorofil b zawiera w tym miejscu gru-
pe formylowa. Chlorofile s3 uwazane za najmniej trwale barwniki
ro$linne. Charakterystyczna zielong barwe zachowuja tylko w zy-
wych, nieuszkodzonych tkankach. Do czynnikéw przyspieszajacych
przemiany chlorofili zalicza sie: wysoka temperature, kwasowe §ro-
dowisko oraz tlen i $wiatlo. Kierunki przemian i barwa powstaja-
cych produktow zaleza w duzej mierze od pH Srodowiska.

Druga grupe barwnikéw asymilacyjnych stanowig karote-
noidy, bedace tetraterpenami zbudowanymi z oSmiu reszt izo-
prenowych (40 atomow wegla w czasteczce). W czasteczkach tych
zwiazkow znajduja sie najczesciej dwa pierscienie jononu polaczo-
ne fancuchem weglowodorowym, w ktérym — podobnie jak w cza-
steczce chlorofilu — wigzania miedzy atomami wegla wystepuja
w ukladzie sprzezonym. Karotenoidy absorbuja Swiatto w niebie-
sko-fioletowym zakresie Swiatta widzialnego. Do karotenoidow za-
licza sie dwie grupy zwiazkow: karoteny o barwie czerwono-po-
maranczowej — nienasycone weglowodory niezawierajace atomow
tlenu; zotte ksantofile — weglowodory charakteryzujace sie obec-
no$cig atoméw tlenu. Obecno$é atomu (atomoéw) tlenu w czastecz-
kach ksantofili zwieksza ich polarnoé¢ wzgledem karotenow.

Trzecia grupg barwnikow asymilacyjnych sa fikobiliny, wy-
stepujace u sinic i krasnorostow. W przeciwienstwie do chlorofili
i karotenoidow sa rozpuszczalne w wodzie.

CZESC PRAKTYCZNA

Doswiadczenie |
Rozdziat barwnikéw fotosyntetycznych metodq chromatografii
cienkowarstwowej (ang. thin layer chromatography, TLC)

Cel ¢wiczenia
Identyfikacja barwnikéw asymilacyjnych lisci.

Zasada metody

Metoda chromatografii cienkowarstwowej polega na rozdzieleniu
skladnikéw mieszaniny na podstawie réznic w predkosci prze-
mieszczania sie poszczegblnych sktadnikow w danym ukladzie
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rozwijajacym. Predko$¢ ta jest zalezna od oddzialywan mie-
dzyczasteczkowych miedzy zwigzkami chemicznymi obecnymi
w analizowanej probce a faza rozdzielcza i eluentem (uklad roz-
wijajacy). Im zwiazek jest bardziej polarny, tym lepiej bedzie ad-
sorbowany przez zel krzemionkowy (stanowi faze stacjonarna).
Malo polarne zwiazki stabo wigza sie z plytka pokryta zelem krze-
mionkowym i przemieszczajg sie wraz z eluentem. Zwiazki bar-
dziej polarne sa lepiej wigzane przez plytke i nie przemieszczaja
sie znaczgco od miejsca, w ktorym zostaly nalozone.

Materiat

liscie ogorka, pomidora lub fasoli

Odczynniki

chloroform, CaCO,, mieszanina benzen—eter naftowy—aceton
(10:2,5:1,5; v/v/v), 96% C,H_OH, plytka chromatograficzna po-
kryta zelem krzemionkowym ze znacznikiem fluorescencyjnym
(Merck 60 F

254)

Sprzet laboratoryjny

mozdzierz porcelanowy, lejek szklany, saczki z bibuty, probow-
ki wirownicze typu Eppendorf, pipety (1-5 cm?®), pipety kapilar-
ne, komora chromatograficzna, mikrowiréwka, spektrofotometr,
kuwety do spektrofotometru, oléwki, linijki, waga laboratoryjna,
skalpel

UWAGA: Wszystkie czynnosci wykonac pod pracujgcym dygestorium.

I.LA. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTU Z LISCI

Rozdrobnione liscie (2 g) rozetrze¢ w mozdzierzu porcelano-
wym. Doda¢ 3 cm?® chloroformu oraz niewielkg ilo§¢ CaCO,
w celu zneutralizowania kwas6w organicznych i ochrony cza-
steczek chlorofilu przed usunieciem magnezu z uktadu porfiry-
nowego. Homogenat przesaczy¢ przez bibule filtracyjna do su-
chej probowki typu Eppendorf. Przesacz, bedgcy ekstraktem
barwnikéw fotosyntetycznych, uzy¢ do wykonania rozdzialu
chromatograficznego.
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I.B. CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA
Wykonanie doswiadczenia

Na plytkach chromatograficznych pokrytych zelem krzemionko-
wym zaznaczy¢ oldwkiem punkty startowe w odlegtosci 2 cm od
dolnej krawedzi plytki. Punkty powinny znajdowacé sie w odleglosci
2 cm od siebie. Za pomoca pipety kapilarnej nanie$¢ kroplami eks-
trakt barwnikow fotosyntetycznych na zaznaczone punkty startowe.
Kolejne krople ekstraktu powinny by¢ nanoszone (jedna na drugg)
dopiero po wyschnieciu poprzedniej kropli. W kazdym punkcie star-
towym powinno znajdowac sie 12—15 kropli ekstraktu.

Tak przygotowana plytke umiescié krawedzia startowa do
dotu w komorze chromatograficznej zawierajacej 100 cm® miesza-
niny rozpuszczalnikow o skladzie: benzen—eter naftowy—aceton
(10:2,5:1,5; v/v/v). Plytka chromatograficzna powinna by¢ zanu-
rzona na kilka milimetréow w eluencie tak, aby unikna¢ kontaktu
naniesionych substancji z rozpuszczalnikiem. Komore chroma-
tograficzng szczelnie przykry¢ wieczkiem, a chromatogram roz-
wijac¢ przez 15—30 minut. W tym czasie eluent stopniowo prze-
mieszcza sie w kierunku gornej krawedzi plytki i dzieki zjawisku
kapilarnemu powoduje rozdzial substancji. Rozdzial chromato-
graficzny prowadzi¢ do calkowitego rozdzielenia sie barwnikéw
asymilacyjnych.

Po uzyskaniu wyraznego rozdzialu barwnikéw wyjac plytke
z komory chromatograficznej, zaznaczy¢ otléwkiem czoto rozpusz-
czalnika i pozostawié do wyschniecia.

Opracowanie wynikéw

Suchg plytke obejrzeé¢ w promieniach lampy UV (365 nm), obser-
wujac fluorescencje barwnikow. Dla kazdego barwnika (identyfi-
kacji poszczegolnych barwnikow dokonaé na podstawie charakte-
rystycznej dla nich barwy) wyznaczy¢ wspdlczynnik przesuniecia
(ang. retention factor, R,) , bedacy ilorazem odleglosci przebytej
przez substancje rozdzielana przez odleglo$é przebyta przez czo-
lo eluentu:

przesuniecie badanej substancji od linii startu

R, = . .
przesuniecie czota eluentu od linii startu
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Po przeprowadzeniu obserwacji i obliczenn wykonac rysunek
chromatogramu z zaznaczeniem barwy, nazwy barwnika i wspol-
czynnika R, dla kazdej plamy (por. rozdzial XXI, rysunek 21.1).

I.C. WYZNACZANIE MAKSIMUM ABSORPCJI SWIATEA
DLA BARWNIKOW FOTOSYNTETYCZNYCH

Wykonanie doswiadczenia

Barwniki fotosyntetyczne rozdzielone metoda chromatografii
cienkowarstwowej zdrapac¢ z plytki razem ze ztozem, po czym od-
zyskac je przez ekstrakcje 96% C,H,OH. Za pomocg skalpela zdra-
pac zel krzemionkowy z kilku plam tego samego barwnika i prze-
nie$¢ do probowki typu Eppendorf, a nastepnie dodac¢ 1,5 cm?®
C,H,OH. Probowke silnie wytrzasac przez 15 sekund, a nastepnie
5 minut wirowa¢ w mikrowiréwce przy dzialaniu silty odérodko-
wej 6000 x g. Uzyskany supernatant przenie$¢ do kuwety spek-
trofotometrycznej, a nastepnie oznaczy¢ wartoSci absorbancji dla
poszczeg6lnych barwnikow w zakresie dtugosci fal 400-700 nm
co 10 nm. Oznaczenia wykona¢ wobec C,H,OH stanowigcego pro-
be odnoénikowa.

Opracowanie wynikéow

Zapisa¢ wyniki pomiaréw i narysowa¢ widmo absorpcji dla po-
szczegblnych barwnikoéw, zaznaczajac na osi odcietych (x) dhu-
gos¢ fali $wietlnej [nml], a na osi rzednych (y) otrzymane wartosci
absorbancji.

Doswiadczenie Il
Rozdziat barwnikéw metodq Krausa i okreslenie ich wtasciwosci
fizykochemicznych

Cel ¢wiczenia
Zbadanie wtasciwosci fizycznych i chemicznych barwnikéw fotosyntetycznych.

Materiat
licie ogorka, pomidora lub fasoli
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Odczynniki

96% C,H_OH, CaCO,, cykloheksan, 20% HCI, octan miedzi (II),
20% alkoholowy roztwor NaOH, woda destylowana

Sprzet laboratoryjny

mozdzierz porcelanowy, saczki z bibuly, lejek szklany, 3 probowki
szklane z korkiem i podzialtka, 5 proboéwek szklanych, drewniane
uchwyty do probowek, pipety (1-5 cm?), palnik, lampa UV, waga
laboratoryjna

Il.LA. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTU Z LISCI

Swieze, rozdrobnione liécie (5 g) rozetrzeé w mozdzierzu porce-
lanowym. Do homogenizacji doda¢ niewielkg ilos¢ CaCO, oraz
3 cm?® 96% C,H,OH. Po ekstrakcji barwnikow do alkoholu mie-
szanine homogenizacyjna przesaczy¢ przez bibule filtracyjna do
suchej probowki z podziatka. Do tkanek pozostalych w mozdzie-
rzu dodaé nastepna porcje alkoholu (3 cm?®) i dalej homogenizo-
waé. Czynnosci te powtarzac, az do uzyskania 10 cm® klarownego
alkoholowego ekstraktu z lisci.

1.B. ROZDZIAL BARWNIKOW METODA KRAUSA

Zasada metody

Zawarte w liSciach barwniki asymilacyjne r6znia sie polarnoécia.
Podczas ekstrakeji barwniki niepolarne (chlorofile i karoteny)
przemieszczaja sie z warstwy alkoholowej do warstwy niepolar-
nej, natomiast barwniki polarne (ksantofile) pozostaja w war-
stwie alkoholowe;j.

Wykonanie doswiadczenia

Do suchej probowki z podzialka przenie$c¢ 3 cm?® ekstraktu al-
koholowego, a nastepnie doda¢ 4,5 cm? cykloheksanu i 2—3 kro-
ple wody destylowanej w celu zwiekszenia polarnosci frakeji
alkoholowej i lepszego rozdzielenia warstw. Zamknietg kor-
kiem probowke wytrzasaé 0,5 minuty, a nastepnie wstawic
do statywu w celu rozwarstwienia cieczy. Warstwa gorna (cy-
kloheksan) zabarwiona na zielono zawiera chlorofile oraz karo-
teny. Warstwa dolna (alkoholowa) zabarwiona na z6lto zawiera
ksantofile.
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Opracowanie wynikéw

Przedstawi¢ graficznie wyglad zawarto$ci probowek przed i po
ekstrakeji, zaznaczy¢ warstwy rozpuszczalnikow i zawarte w nich
barwniki. Wyjaéni¢ obserwowany proces fizyczny.

11.C. BADANIE FIZYKOCHEMICZNYCH WtASCIWOSCI
CHLOROFILU

1. Otrzymywanie feofityny

Zasada metody

W $rodowisku lekko kwasowym chlorofil traci atom magnezu,
w wyniku czego powstaje oliwkowo-brunatna feofityna, natomiast
w silnie kwasowym Srodowisku zostaje odszczepiony tancuch fito-
lu i powstaje feoforbid.

Wykonanie doswiadczenia

Do 3 cm?® alkoholowego ekstraktu barwnikéw dodawaé kroplami
20% HCI. Obserwowac zmiane zabarwienia.

Opracowanie wynikéw

Zanotowac obserwacje i poda¢ wnioski z przeprowadzonego
do$wiadczenia.

2. Odbudowa wigzania metaloorganicznego

Zasada metody

Charakterystyczna wlaéciwoscia chlorofili jest mozliwosc¢ la-
twej wymiany jonéw Mg?* na jony innych metali dwuwarto-
$ciowych. Efektem tych reakcji jest najczesciej zmiana barwy,
np. wprowadzenie jonéw Fe?* daje pochodne chlorofilu o bar-
wie szarobrunatnej, a wprowadzenie do czasteczki chlorofilu
jonow Cu?* lub Zn?* powoduje zwiekszenie stabilno$ci zielonej
barwy.

Wykonanie doswiadczenia

Do 2 cm? feofityny otrzymanej w poprzednim zadaniu doda¢ kilka
krysztalkdw octanu miedzi i ostroznie ogrzewac w plomieniu pal-
nika. Brunatna barwa feofityny zmienia si¢ na zielong. Powstaje
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wowcezas porfiryna miedziowa. Kwas octowy jest katalizatorem
reakcji. Poréwna¢ barwe roztworu otrzymanej porfiryny mie-
dziowej z barwa alkoholowego ekstraktu barwnikow.

Opracowanie wynikow

Zanotowac obserwacje i podac¢ wnioski z przeprowadzonego
do$wiadczenia.

3. ZmydIanie chlorofilu

Zasada metody

W érodowisku zasadowym nastepuje hydroliza — tzw. zmydlanie
chlorofilu. Pod wplywem NaOH nastepuje odszczepienie od cza-
steczki chlorofilu alkoholu metylowego i fitolu — powstaje szereg
r6znych chlorofilin. Poniewaz chlorofiliny zawieraja w centrum
ukladu porfirynowego atom magnezu, zachowuja charaktery-
styczna dla chlorofilu zielona barwe, a ich sole potasowe i sodo-
we s3 dobrze rozpuszczalne w wodzie.

Wykonanie doswiadczenia

Do szklanej probowki z podziatka zawierajacej 2 cm?® alkoholo-
wego ekstraktu barwnikow dodawaé kroplami 20% alkoholowy
roztwor NaOH i dobrze wymieszaé. Do roztworu zawierajace-
go sktadniki powstale po zmydleniu chlorofilu doda¢ 2 cm? cy-
kloheksanu i dokladnie wymiesza¢. Gérna warstwa (cykloheksan)
zabarwiona na z6to zawiera karoteny oraz powstaly po zmydle-
niu fitol. Dolna warstwa (alkoholowa) ma zielone zabarwienie,
poniewaz zawiera polarne chlorofiliny.

Opracowanie wynikéw

Zanotowaé obserwacje i poré6wna¢ otrzymany wynik doswiad-
czenia z do$wiadczeniem dotyczacym rozdzialu barwnikéw me-
toda Krausa.

4. Wytrgcanie chlorofilu z roztworu

Zasada metody

Hydrofobowy charakter fitolu umozliwia lokalizacje cza-
steczek chlorofilu w lipidowych warstwach blon tylakoidow
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i powoduje, ze barwnik ten rozpuszcza sie tylko w rozpuszczal-
nikach niepolarnych.

Wykonanie doswiadczenia

Do alkoholowego ekstraktu barwnikow dodawa¢ kroplami H,O
i obserwowac wytracanie sie chlorofilu.

Opracowanie wynikow

Zanotowac obserwacje i poda¢ wnioski z przeprowadzonego
doswiadczenia.

Doswiadczenie Il
Fluorescencja barwnikow

Zasada metody

Swiatlo o okreélonej dlugoéci fali absorbowane przez chloro-
fil powoduje jego wzbudzenie. Powrotowi wzbudzonej czastecz-
ki do stanu podstawowego towarzyszy emisja promieniowania,
czyli fluorescencja. Swiatlo fluorescencji charakteryzuje sie dhuz-
sza fala w poréwnaniu ze $wiattem, ktore fluorescencje wywola-
to. Czasteczki chlorofilu po zaabsorbowaniu §wiatla UV (wysoka
energia promieniowania) wykazuja czerwona fluorescencje (ni-
ska energia promieniowania).

Wykonanie doswiadczenia

Alkoholowy ekstrakt z liSci (por. II.A) obejrze¢ w promieniach
Swiatla ultrafioletowego (UV). Obserwuje sie czerwona fluore-
scencje. Opisac i wyjaéni¢ zaobserwowane zjawisko. Sprawdzic¢
zdolnos¢ do fluorescencji takze dla feofityny, porfiryny miedzio-
wej oraz zmydlonego i wytrgconego z roztworu chlorofilu.

Opracowanie wynikéow

Zanotowac obserwacje dotyczace wszystkich badanych barwni-
kéw i podaé wnioski z przeprowadzonego do$wiadczenia.
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CZESC TEORETYCZNA

Fotosynteza polega na wytwarzaniu zwigzkéw organicznych
z CO, i wody kosztem energii S$wietlnej w obecnoéci barwnikow
fotosyntetycznych, co przedstawia ogolna reakcja fotosyntezy (1).
Jest to bardzo uproszczona definicja, ktora nie oddaje ztozonoSci
calego procesu fotosyntezy. W 1937 roku Robert Hill wykazat,
ze oSwietlane chloroplasty w obecno$ci odpowiednich akcepto-
row (A), np. potasu heksacyjanozelazianu (I11), powoduja rozsz-
czepienie wody przy nieobecnosci CO,, czemu towarzyszy wy-
dzielenie tlenu (2a i 2b). Zredukowaniu czterech rownowaznikow
akceptora (A) odpowiada wydzielenie jednej czasteczki tlenu (2).
Zjawisko to, nazwane reakcja Hilla, przyczynilo sie do wyjasnie-
nia roli wody jako zrodta elektronow do redukeji CO, i ostatecz-
nego potwierdzenia, ze tlen wydzielajacy sie w trakcie fotosyn-
tezy pochodzi z wody. Pod wplywem Swiatla nastepuje transport
elektronow z ulegajacej fotolizie czasteczki wody na akceptory
oraz wytwarzanie tlenu jako produktu ubocznego fotosyntezy.
Reakcja Hilla wykazuje mozliwo$¢ oddzielenia fotochemicznej
reakcji wydzielania O, od fotosyntetycznej redukeji CO, (11 2).

(1) Ogolna reakcja fotosyntezy:

$wiatlo

6 CO, + 6 H,0~""> C H,,0
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+60,

(2) W obecnosci akceptora (A) chloroplasty wydzielaja O, na
Swietle:

$wiatlo

2H,0 +4A""">4A +4H +0,

(2a) 4{H,0 ™ >4H" +4e +4[OH]}
(2b) 4[OH] — 2H,0+0,

(2a+2b) 2H,0">4H +4e +0,
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CZESC PRAKTYCZNA

Cel éwiczenia

Wykazanie, ze znajdujqce sie w roztworze wodnym izolowane chloroplasty
w obecnosci akceptora elektronéw dokonujq rozszczepienia wody i jest to proces

zalezny od swiatta.

Doswiadczenie |
Reakcja Hilla

Zasada metody

Przykladem reakcji Hilla jest redukcja 2,6-dichlorofenoloindofe-
nolu (2,6-DCIP) przez naswietlone chloroplasty. Naswietlenie za-
wiesiny chloroplastow w sSrodowisku wodnym pozbawionym CO,
i zawierajacym 2,6-DCIP (akceptor elektronéw) powoduje wy-
dzielanie si¢ tlenu, pomimo braku CO,, a 2,6-DCIP znajdujacy
sie w roztworze ulega redukcji z formy utlenionej (barwa niebie-
ska) do zredukowanej (bezbarwnej) (por. rysunek 7.1). W warun-
kach in vivo ostatecznym akceptorem elektronéw jest NADP-,
ale przeprowadzajac reakcje in vitro z wykorzystaniem izolowa-
nych chloroplastéw, mozna go zastapi¢ innymi zwiazkami, np.
2,6-DCIP. Szybko$¢ redukeji 2,6-DCIP ocenia sie kolorymetrycz-
nie, dokonujac pomiaréw absorbancji roztworu przy dtugosci fali
600 nm. Spadek absorbancji wynikajacy ze zmniejszenia stezenia
utlenionej formy 2,6-DCIP na skutek jego redukc;ji jest skorelo-
wany z intensywno$cia procesu rozszczepienia wody przez izo-
lowane chloroplasty.

Rysunek 7.1. Redukcja
2,6-dichlorofenolo-
indofenolu (2,6-DCIP)

cl Cl
20 N@OH +2H,0 — 2 HO Iﬁ—@»OH +0,
H
cl Cl

2,6-dichlorofenoloindofenol 2,6-dichlorofenoloindofenol
(forma utleniona) (forma zredukowana)
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Materiat

liscie szpinaku lub fasoli

Odczynniki

0,5 M sacharoza, roztwoér inkubacyjny zawierajacy 0,08 M KCl
10,4 M KH,PO, (pH 6,5), 0,05% 2,6-DCIP

Sprzet laboratoryjny

mozdzierz, zlewka 100 cm?, cylinder miarowy 25 cm?, wldéknina
typu Miracloth, lazZnia wodna 25°C, lejek, skalpel, waga, 5 pro-
bowek, statyw na probéwki, palnik, lapa drewniana, pipety (0,1-
10 cm?), bagietka, folia aluminiowa, spektrofotometr, kuwety
spektrofotometryczne, waga laboratoryjna

Wykonanie dos$wiadczenia

1. Otrzymanie zawiesiny chloroplastow
LiScie szpinaku lub fasoli umy¢ pod biezaca woda, a na-
stepnie destylowana. W celu zwiekszenia turgoru mozna
je umieS$ci¢ na pewien czas w worku foliowym. Odwazy¢
3 g lisci, pocia¢ drobno i umiesci¢ w schtodzonym moz-
dzierzu. Homogenizowac przez 5 minut z 18 cm? schlo-
dzonego 0,5 M roztworu sacharozy. Homogenat przesa-
czy¢ przez podwdjna warstwe Miracloth. Przesacz zawiera
chloroplasty.
2. Reakcja Hilla

Umies$cic¢ w probowce 3 cm?® zawiesiny chloroplastéw i pod-
dac termicznej denaturacji, delikatnie ogrzewajac nad pal-
nikiem az do wrzenia. Nastepnie ochlodzi¢ probowke pod
biezaca woda i w razie potrzeby zawiesine przesaczyé przez
wloknine. Przygotowaé 4 probowki: jedna dla préby kon-
trolnej i trzy dla badanych, z ktérych jedna owina¢ do-
ktadnie folig aluminiowa. Do wszystkich probéwek wlaé
po 9 cm? roztworu inkubacyjnego. Nastepnie do pierw-
szej probowki (kontrola) dodaé 0,5 cm?® 0,5 M sacharo-
zy, do drugiej 0,5 cm?® zagotowanej zawiesiny chloropla-
stow, do trzeciej i czwartej (owinietych folia aluminiowa)
po 0,5 cm?® zawiesiny §wiezych chloroplastow. Do trzech
proéb badanych dodawacé kolejno po 0,1 lub 0,5 cm? 0,05%
roztworu 2,6-DCIP, energicznie zamieszaé i natychmiast
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zmierzy¢ absorbancje przy 600 nm wobec kontroli (£)).
Druga i trzecia proboéwke wystawi¢ na dzialanie zaréwki
100 W (probowki umiesci¢ w fazni wodnej w temperaturze
25°C w celu zabezpieczenia przed przegrzaniem od ciepla
emitowanego przez zarowke). Czwartg probéwke (owinietg
foliag) umie$ci¢ w ciemnoéci, zakrywajac folig rowniez od
gory. Nastepnie wykonaé¢ dwa pomiary: po 10 i 20 minu-
tach (odpowiednio t, i t, ). Przed kazdym pomiarem pro-
bowki wstrzasnac.

Tabela 7.1. Redukcja
Opracowanie wynikow 2 6-dichlorofeno-
e e, .y, . . , . loindofenolu przez
Wyniki umiesci¢ w tabeli 7.1 i wykona¢ wykres, odkladajacna  yyizolowane chloro-
osi odcietych (x) czas w minutach [min], a na osi rzednych (y)  plasty na podstawie

. e e e 1 . . . wartosci absorbancji
absorbancje A, . Wyjasnic, jaki jest zwigzek zmian absorbancji ..o ej przy dtugo-

z intensywno$cig procesu fotolizy wody. sci fali 600 nm
Material Naswietlanie Bann
£y Ly t—ty by L=ty
Chloroplasty §wieze Swiatlo
Ciemnos¢

Chloroplasty poddane | . .

. p .yp .. | Swiatlo
termicznej denaturacji

Hall D. O., Rao K. K., Fotosynteza, Wydawnictwo WNT, War-

szawa 1999.
Kopcewicz J., Lewak S. (red.), Fizjologia roslin, Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa 2019.
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CZESC TEORETYCZNA

Oddychanie tlenowe — mitochondrialne — jest wielostop-
niowym procesem uwalniania, na drodze utleniania substra-
tu, energii swobodnej zmagazynowanej w zwigzkach organicz-
nych i sprzegania jej w forme energii uzytecznej metabolicznie,
w postaci wigzan wysokoenergetycznych w ATP. Sumarycz-
nie oddychanie mozna zapisa¢ jako reakcje utleniania
glukozy:

CH,0,+60,—6CO,+6H0 + 32 ATP
U roélin zrodlem zredukowanego wegla w procesach odde-
chowych moga by¢ tez inne sacharydy, takie jak: sacharoza, skro-
bia, fruktozany, lipidy (gtownie triacyloglicerole), kwasy orga-
niczne i bialka.
W przypadku glukozy, gléwnego substratu dla tego procesu,
oddychanie obejmuje 3 etapy:

1) glikoliza przebiegajaca w cytoplazmie: w pierwszej
fazie, zuzywajacej 2 czgsteczki ATP, nastepuje fosforylacja
iizomeryzacja glukozy do fruktozo-1,6-bisfosforanu, kt6-
ry nastepnie ulega rozbiciu na czasteczki aldehydu 3-fos-
foglicerynowego, ktore ulegajg konwersji do 2 czasteczek
pirogronianu, czemu towarzyszy wytworzenie 2 czgste-
czek NADH oraz 4 czasteczek ATP na drodze fosforylacji
substratowe;j.

2) cykl kwasow trikarboksylowych (cykl kwasu cy-
trynowego, cykl Krebsa) przebiegajacy w matriks
mitochondrialnej: pirogronian zostaje oksydacyjnie
dekarboksylowany do acetylo-CoA, ktéry przez kondensa-
cje ze szczawiooctanem zostaje wlgczony do cyklu i wielo-
etapowo utleniony do CO,,. Calkowita degradacja czastecz-
ki glukozy obejmuje dwa obroty cyklu z odtworzeniem
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szczawiooctanu oraz wytworzeniem 6 czasteczek CO,,
10 czasteczek zredukowanych nukleotydow NADH (8)
i FADH, (2), a takze 2 czasteczek ATP na drodze fosfory-
lacji substratowe;j.

3) mitochondrialny lancuch transportu elektronéw
(lanncuch oddechowy) i fosforylacja oksydacyjna:
laficuch oddechowy w wewnetrznej blonie mitochon-
drialnej tworzy zespdl wieloenzymatycznych ukladéow
oksydacyjno-redukcyjnych posredniczacych w prze-
noszeniu elektron6éw i protonéw z NADH i FADH, na
tlen czasteczkowy O,. Lancuch oddechowy sklada sig
z: 4 kompleksow biatkowych (I-1V), 2 niskoczastecz-
kowych przeno$nikow elektronéw (ubichinon i cyto-
chrom c¢) i syntetazy ATP (tzw. kompleks V). W czasie
transportu elektronéw i protonéw uwalniana jest ener-
gia, ktéra w procesie fosforylacji oksydacyjnej magazy-
nowana jest w 28 czasteczkach ATP.

Mitochondria roélinne charakteryzuja sie obecno$cia w tan-
cuchu oddechowym dodatkowego kompleksu oksydazy alter-
natywnej, niewrazliwej na inhibitory oksydazy cytochromo-
wej kompleksu IV, ktéra przenosi elektrony ze zredukowanego
ubichinonu bezposérednio na tlen, czyli bez sprzezenia z fosfory-
lacja oksydacyjna. Wyzwolona energia — zamiast stuzy¢ do syn-
tezy ATP — ulega rozproszeniu w postaci ciepla (termogeneza),
co umozliwia niektérym roélinom wzrost w temperaturze poni-
zej 0°C oraz odparowywanie lotnych atraktantéw. Szlak alter-
natywny bierze udzial w utlenianiu substratow oddechowych,
gromadzacych sie w nadmiarze w stosunku do zapotrzebowania
komorek na ATP lub gdy synteza ATP zostaje zahamowana na
skutek zaburzenia dziatania szlaku cytochromowego (np. pod
wplywem inhibitorow).

Lancuch oddechowy, podobnie jak wszystkie procesy prze-
biegajace w btonach, jest wrazliwy na podwyzszenie i obnizenie
temperatury do warto$ci wywolujacych zmiany ptynnoéci blon
oraz oddzialywania miedzy lipidowymi i biatkowymi sktadni-
kami bton.

W warunkach beztlenowych (np. w korzeniach zalanych
woda lub pokrytych lodem) — gdy brakuje tlenu czasteczkowe-
go, bedacego koncowym akceptorem elektronéw — metabolizm
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komorek roslinnych zostaje tymczasowo przestawiony na fer-
mentacje alkoholowa. Proces ten obejmuje 2 etapy:

1) wspolng z oddychaniem tlenowym glikolize,

2) dekarboksylacje pochodzacego z glikolizy pirogronianu do
aldehydu octowego, redukowanego dalej do etanolu. Po-
wstaje wowczas NAD*, niezbedny do podtrzymania gliko-
lizy i produkcji ATP na drodze fosforylacji substratowe;.

Sumarycznie oddychanie beztlenowe mozna zapisac:
C.H,,0, + NADH —> 2 C,H,OH + 2 CO, + NAD* + 2 ATP
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CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

1. Zbadanie wptywu temperatury na intensywnosc oddychania
tlenowego kietkujgcych nasion.

2. Detekcja i oznaczenie stezenia etanolu jako produktu oddychania
beztlenowego podczas kietkowania.

Zasada metody

1. Ocena intensywno$ci oddychania polega na pomiarze ilo-
$ci CO, wydzielonego przez kietkujace nasiona. Wydzielo-
ny CO, zostaje zaabsorbowany przez NaOH, a nastepnie
wytracony z roztworu za pomocg BaCl,. W kolejnym etapie
roztwdr NaOH miareczkuje sie roztworem HCI w obecno-
Sci fenoloftaleiny do trwalego odbarwienia. R6znica obje-
toéci HCI zuzytego na zmiareczkowanie roztworu NaOH
z wariantu kontrolnego (bez nasion) i wariantu hodowla-
nego (z nasionami) odpowiada liczbie moli HCI réwnowaz-
nej liczbie moli wydzielonego CO,.

2. Detekcja etanolu: wydzielony w procesie fermentacji eta-
nol w podwyzszonej temperaturze wchodzi w reakcje
z NaOH oraz jodem, powstaje jodoform, wytracajacy sie
w postaci z6tych krysztalow (pojawia sie tez charaktery-
styczny zapach jodoformu):

CH,CH,OH + 41, + 6 NaOH °Cs CHI, + 5 Nal + HCOONa + 5 H,0
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3. Zawarto$¢ wydzielonego etanolu oznacza sie za pomoca
komercyjnego testu enzymatycznego z dehydrogenaza
alkoholowa (ang. alcohol dehydrogenase, ADH). W obec-
nosci ADH i NAD etanol szybko utlenia sie do aldehydu
octowego i NADH, pomiar absorbancji wykonuje sie przy
dtugosci fali 340 nm:

CH,CH,OH + NAD <25 CH,CHO + NADH

Doswiadczenie |
Badanie wptywu temperatury na intensywnos¢ oddychania tlenowego

Materiat
nasiona grochu (60 g) podkietkowane w temperaturze 24°C

Odczynniki
0,2 M NaOH, 2% BaCl,, 1% fenoloftaleina w etanolu, 0,1 M HCI

Sprzet laboratoryjny

pesety, lopatki, zlewka do kietkowania nasion, 4 woreczki z gazy,
5 stoikdow 500 cm? ze szczelnymi zakretkami, pipety 5110 cm?, pi-
pety pasteurowskie, cylinder miarowy 50 cm?, 10 kolb Erlenmeyera
100 cm?, biureta, waga laboratoryjna, lodéwka lub chlodnia
(5°C), termostaty (20°C, 24°C, 35°C, 50°C), lignina, linijki,
markery

Wykonanie doswiadczenia

1. Przygotowanie hodowli

a) Odwazy¢ cztery porcje po 10 g podkietkowanych na-
sion grochu, umiesci¢ w woreczku z gazy i podwiesic¢
bezposrednio pod nakretkami do 4 stoikow.

b) Stoiki na 500 cm? opisaé kolejno: Kontrola; Temp. 5°C;
Temp. 20°C; Temp. 35°C; Temp. 50°C.

¢) Do kazdego stoika wla¢ po 50 cm® 0,2 M NaOH i natych-
miast zakreci¢ przygotowanymi nakretkami. Na stoik
kontroli nalozy¢ nakretke bez podwieszonych nasion.

d) Stoiki umiesci¢ na 48 godzin w chlodni i w termosta-
tach zgodnie z opisem temperatury, stoik kontroli po-
zostawic w 20°C.
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2. Wykonanie oznaczenia zawartosci CO, wydzielonego

w procesie oddychania tlenowego

a) Z kazdego stoika natychmiast po otworzeniu pobraé
pipeta po 10 cm? roztworu NaOH i przela¢ do kolb
Erlenmeyera na 100 cm?®.

b) Wytraci¢ CO, zaabsorbowany przez NaOH, dodajac po
5 cm?® 2% BaCl,.

¢) Doda¢ 3 krople fenoloftaleiny i miareczkowac¢ 0,1 M
HCl do momentu trwalego odbarwienia roztworu. Pro-
cedure miareczkowania dla kazdego wariantu powto-
rzy¢ dwukrotnie, wyniki usrednié.

Opracowanie wynikow

1. Obliczy¢ roznice objetosci HCI zuzytego na zmiareczko-
wanie roztworu ze stoika kontrolnego i roztworéow z wa-
riantéw zawierajacych nasiona. Wyniki przeliczy¢ na mg
wydzielonego CO, przez 1 g kietkujacych nasion, korzy-
stajac ze wzoru:

C,=(V,=V)x5x44+10

gdzie:

C, — masa CO, [mg] wydzielona przez 1 g $wiezej masy kietkujg-
cych nasion [mg g*$. m.],

V. — objetos¢ HCI [cm?®] zuzyta na zmiareczkowanie roztworu
NaOH z kontroli (bez nasion),

V, — objetos¢ HCl [cm?] zuzyta na zmiareczkowanie roztworu
NaOH z wariantow hodowlanych,

5 — rozcienczenie wynikajace z pobrania do miareczkowania
10 cm?® roztworéw NaOH,

4,4 — wspolezynnik do przeliczenia objetosci HCl zuzytego na
zmiareczkowanie na mg CO,,

10 — masa nasion [g] w poszczegblnych wariantach hodowlanych.

2. Wyniki przedstawi¢ na wykresie, odkladajac na osi od-
cietych (x) temperature [°C], a na osi rzednych (y) iloéé
wydzielonego CO, [mg].

3. Wyciggnaé wnioski dotyczace wpltywu temperatury na in-
tensywnos$¢ oddychania kietkujacych nasion.
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Doswiadczenie Il
Detekcja i oznaczenie stezenia etanolu

Materiat

ziarniaki jeczmienia, zyta i kukurydzy (po 120 g) podkielkowane
w temperaturze 24°C

Odczynniki

20% NaOH, 5% I w KI, komercyjny zestaw testowy do wykrywa-
nia etanolu oparty na aktywnoséci ADH, np. DRI®Ethyl Alcohol
Assay (ThermoScientific), Swiezo przegotowana i ostudzona woda
destylowana pozbawiona tlenu

Sprzet laboratoryjny

pesety, topatki, 3 zlewki do kietkowania nasion, pipety (0,1
10 cm?), pipety pasteurowskie, 3 kolby Erlenmeyera 300 cm? z do-
kladnie dopasowanym korkiem ze szklana kapilara, 20 szklanych
probowek, kuweta kwarcowa 1 cm z przykrywka, spektrofotometr,
waga laboratoryjna, termostaty (24°C, 30°C), blok grzejny (50°C),
szczypce do probowek, lignina, linijki, markery

Wykonanie doswiadczenia

1. Przygotowanie hodowli

a) Odwazyc¢ porcje po 100 g podkietkowanych ziarniakow
jeczmienia, zyta oraz kukurydzy i umiesci¢ w podpisa-
nych kolbach Erlenmeyera o pojemnosci 300 cm?.

b) Nasiona calkowicie zala¢ pozbawiong tlenu woda de-
stylowana, kolby zakry¢ korkami ze szklang kapilara
(umozliwia wydostawanie si¢ CO, jako jednego z pro-
duktéw oddychania beztlenowego), pozostawi¢ na
48 godzin w termostacie w 30°C.

2. Wykrycie etanolu w ptynach pohodowlanych

a) Do szklanych probéwek pobrac po 5 cm?® ptynéw poho-
dowlanych z poszczegdlnych kolb Erlenmeyera, dodaé
3 cm? I w KI oraz kilka kropli 20% NaOH do momentu
odbarwienia roztworu.

b) Probowki wstawi¢ do bloku grzejnego umieszczonego
pod dygestorium (!) i podgrzewa¢ w temperaturze 50°C
przez 5 minut.
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¢) Obejmujac probdéwki szczypcami, wydoby¢ je z bloku,
wstawié¢ do statywu i nie wynoszac poza dygestorium,
obserwowac wytracanie sie zottych krysztalow. Opisaé
wynik reakcji, podajac, jaki zwiazek chemiczny sie wy-
traca i o czym $wiadczy intensywno$¢ wytrgcania sie
krysztalow.

3. Oznaczenie zawartoSci etanolu w pltynach pohodowlanych

a) Do szklanych probéwek pobraé ptyny pohodowlane
z poszczegdlnych kolb (do dwoch probowek z kazdej
hodowli), w objeto$ci zgodnej z procedura oznaczenia
opisang dla wybranego komercyjnego testu z ADH.

b) Przeprowadzi¢ oznaczenie zgodnie z dang procedura
i wykona¢ pomiar absorbancji przy 340 nm. Wyniki
wpisa¢ do tabeli 8.1.

Opracowanie wynikéw Tabela 8.1. llos¢

Uzyskane wyniki uérednié i przeliczyé na miligramy C,H.OH wydzie- ~ €tanolu wydzielonego
V! wy p y gramy L, H;UH wy! w procesie oddychania

lonego przez 1 g $wiezej masy kietkujacych ziarniakow [mg g? 8. m.]  pestienowego

i przedstawic w tabeli 8.1. ziarniakow
Gatunki Agi i Wydzielony C,H,OH
A, A, A [mgg™$é. m.]
Jeczmien
Zyto
Kukurydza

Kopcewicz J., Lewak S. (red.), Fizjologia roslin, Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa 2019.

Kozlowska M. (red.), Fizjologia roslin. Od teorii do nauk sto-
sowanych, PWRIL, Warszawa 2007.

Szweykowska A., Fizjologia roslin, Wydawnictwo UAM, Po-
znan 2002.
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CZESC TEORETYCZNA

Regulatory wzrostu sa to zwigzki organiczne, zdolne do prze-
mieszczania sie w roélinie, ktére pobudzaja, hamujg lub w inny
sposéb wplywaja na procesy wzrostu i rozwoju roslin. W ob-
rebie regulatoré6w wzrostu wyrézniamy hormony roslin-
ne (fitohormony) oraz pozostale regulatory, nazywane sub-
stancjami wzrostowymi. Hormony powszechnie wystepuja
w ro§linach i sg aktywne w bardzo niskich stezeniach (rzedu
10-¢ M). Zaliczamy do nich m.in. auksyny, gibereliny, cy-
tokininy, etylen i kwas abscysynowy. W przeciwienstwie
do hormonéw wystepowanie i aktywnos¢ biologiczna substan-
cji wzrostowych jest czesto ograniczona do waskiej grupy tak-
sonomicznej. Ponadto wywolujg one efekt fizjologiczny w ste-
zeniach znacznie wyzszych niz hormony roélinne (powyzej
10-* M). Do substancji wzrostowych naleza zar6wno zwigzki
naturalne (np. poliaminy, zwigzki aromatyczne), jak i synte-
tyczne (retardanty, morfaktyny, herbicydy). Ponizej podano
najwazniejsze efekty dzialania na roéliny podstawowych grup
regulatoréw wzrostu.

AUKSYNY

Stymulacja podziatéw komoérkowych, zwlaszcza kariokinezy.
. Stymulacja wzrostu elongacyjnego komorek.
Wywolywanie zjawiska dominacji wierzchotkowe;j.

. Indukcja wytwarzania korzeni przybyszowych.

. Wywolywanie partenokarpii.

. Zapobieganie opadaniu liéci i owocow poprzez hamowanie
powstawania warstwy odcinajace;j.

Wywolywanie tropizmow.

cUuhwN=

N
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Przewodnik do ¢wiczen z fizjologii roslin I

Przyklady auksyn:
a) auksyny naturalne: IAA (kwas indolilo-3-octowy), IBA
(kwas indolilo-3-mastowy),
b) auksyny syntetyczne: NAA (kwas naftylo-1-octowy), 2,4-D
(kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy).

CYTOKININY

Stymulacja podzialéw komorkowych, a zwlaszcza cytokinezy.

. Zwigkszanie rozmiaréw i masy komorek.

. Hamowanie proceséw starzenia.

. Stymulacja kietkowania nasion.

. Stymulacja rozwoju pakéw bocznych poprzez znoszenie
dominacji wierzchotkowe;j.

6. Pobudzanie réznicowania sie komorek i organogenezy.

U hwWN =

Przyklady cytokinin:
a) cytokininy naturalne: zeatyna (6-dimetyloalliloamino-
puryna),
b) cytokininy syntetyczne: kinetyna (6-furfuryloaminopu-
ryna), BAP (6-benzyloaminopuryna).

GIBERELINY

1. Stymulacja wydtuzania pedéw poprzez pobudzanie wy-
dluzania miedzywezli.

2. Przywracanie normalnego wzrostu karfowatym mutantom.
3. Stymulacja kietkowania poprzez indukcje aktywnoéci en-
zymow hydrolizujacych substancje zapasowe nasiona.

4. Stymulacja kwitnienia.
5. Wytwarzanie owocow partenokarpicznych.

Przyktady giberelin: GA , GA, (kwas giberelowy).

ETYLEN

1. Stymulacja starzenia sie lisci i kwiatow.
2. Indukowanie opadania lici.
3. Pobudzanie dojrzewania owoc6w klimakterycznych.
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RETARDANTY

Sa to zwiazki syntetyczne, ktore powoduja hamowanie wzrostu
elongacyjnego pedow poprzez skracanie miedzywezli, bez powo-
dowania innych deformacji (wywoluja karlowacenie roslin).

Przyklady retardantéw: CCC (chlorek chlorocholiny).

HERBICYDY

Sa to zwiazki syntetyczne, ktore stuza do niszczenia chwastow.
Dziela sie na herbicydy totalne (niszcza wszystkie rosliny na te-
renie, na ktorym zostaly zastosowane) i selektywne (niszcza tyl-
ko okreslone grupy roslin). Ze wzgledu na sposob dzialania na
ro§liny herbicydy mozemy podzieli¢ na kontaktowe (niszczg tyl-
ko tkanki, z ktérymi maja bezposredni kontakt) i systemiczne
(wnikaja przez liscie, a dzieki temu, ze sa tatwo transportowane,
penetruja i niszcza cala rosline).

Przyktady herbicydéw:
a) herbicydy selektywne: Pielik (substancja aktywna jest 2,4-D),
b) herbicydy totalne: Roundup (substancjg aktywna jest
glifosat).

CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia
Zapoznanie z wtasciwosciami hormondw i substancji wzrostowych roslin
oraz ich praktycznym zastosowaniem.

Doswiadczenie |
Wptyw IAA na wzrost pedu grochu

Zasada metody

Auksyny stymuluja wzrost wydluzeniowy komoérek. Nieréwno-
mierne rozmieszczenie auksyn po obydwu stronach pedu powo-
duje jego wygiecie.
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Materiat

siedmiodniowe siewki grochu uprawiane w doniczkach z podto-
zem ogrodniczym

Odczynniki

pasta lanolinowa zawierajgca IAA (50 g lanoliny podgrza¢ w pa-
rowniczce, doda¢ 50 mg TAA rozpuszezonego w malej iloéci eta-
nolu, uciera¢ 10 minut)

Sprzet laboratoryjny

cienka bagietka, cieplarka

Wykonanie doswiadczenia

Siewki grochu znajdujgce sie w doniczce podzieli¢ na 2 grupy:
a) siewki kontrolne,
b) siewki traktowane IAA — pedy siewek z jednej strony po-
smarowac pasta lanolinowa zawierajaca IAA.
Rosliny wstawi¢ do cieplarki o temperaturze 25°C na 3 godziny.

Opracowanie wynikow

Opisa¢ wyglad siewek i wyjasnié przyczyny zaobserwowanych
zmian.

Doswiadczenie Il
Wptyw IAA na wzrost korzenia rzezuchy

Zasada metody

Auksyny stymuluja wzrost wydluzeniowy komorek. Korzenie sa
organami bardzo wrazliwymi na dzialanie auksyn. Ich wydluza-
nie jest stymulowane przez niskie stezenia auksyn, natomiast wy-
sokie stezenia tych hormonéw moga hamowaé wzrost korzeni.

Materiat

nasiona rzezuchy

Odczynniki

roztwor IAA o stezeniach: 0,002; 0,2 1 20 mg dm2, roztwoér peni-
cyliny o stezeniu 5 mg cm™

102



Rozdziat IX. Aktywnos¢ biologiczna regulatoréw wzrostu roslin I

Sprzet laboratoryjny
4 szalki Petriego o Srednicy 9 cm, pipety (0,1-10 cm?®), cieplarka

Wykonanie doswiadczenia

Do 4 szalek Petriego wlozy¢ po 2 krazki bibuly filtracyjnej i wlaé
po 8 cm?® odpowiednich roztwordow:
a) H,O destylowana (kontrola),
b) IAA 0,002 mg dm3,
c) IAA 0,2 mgdm™3,
d) TAA 20 mg dm™3.
W kazdej szalce utozy¢ po kilkana$cie nasion rzezuchy i do-
da¢ po 0,1 cm® roztworu penicyliny. Szalki umie$ci¢ w cieplarce
o temperaturze 25°C.

Opracowanie wynikow

Po 7 dniach hodowli zmierzy¢ dtugo$c¢ korzeni 10 siewek z kazdej
szalki i obliczy¢ $rednig dla kazdego wariantu. Wyniki wpisaé¢ do
tabeli 9.1. Obliczy¢ % kontroli, przyjmujac dtugosé korzenia sie-
wek hodowanych na szalce z H,0 za 100%.

Tabela 9.1. Wptyw IAA
na wzrost korzenia
rzezuchy

Dlugos¢ korzenia [mm]

Lp.
p HO IAA TAA

2 0,002 mgdm=3| 0,2mgdm 20 mg dm3

TAA

=

o.
10.

Srednia

% kontroli 100

Doswiadczenie Il
Wptyw NAA na ukorzenianie pedéw

lI.A. WPLYW NAA NA UKORZENIANIE PEDOW FASOLI

Zasada metody
Auksyny inicjuja tworzenie zawiazkow korzeni przybyszowych.
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Materiat

dwutygodniowe rosliny fasoli uprawiane w doniczkach z podto-
zem ogrodniczym

Odczynniki

roztwor NAA o stezeniu 20 mg dm=

Sprzet laboratoryjny

nozyczki, 2 waskie zlewki 250 cm?® owiniete folig aluminiowa

Wykonanie doswiadczenia
Rosliny $ciaé¢ na wysokosSci okolo 1 cm powyzej szyjki korzeniowe;.
Po 10 roslin umiesci¢ na 4—6 godzin w zlewkach zawierajacych:
a) H,0O destylowang (kontrola),
b) roztwdr NAA o stezeniu 20 mg dm.
Nastepnie wyjac rosliny, ich pedy oplukaé pod biezaca woda
i ponownie wstawic do zlewek zawierajacych wode wodociagowa.
Wode w naczyniach wymieniaé codziennie.

Opracowanie wynikow

Po 7-10 dniach poréwnac rosliny z grupy kontrolnej i traktowa-
nej NAA, zwracajgc uwage na liczbe i dtugo$é¢ korzeni oraz ich
rozmieszczenie na pedzie.

l11.B. WPEYW IBA NA UKORZENIANIE PEDOW ROZY W HODOWLI IN VITRO

Zasada metody

Jak w punkcie ITLA.

Materiat

szeSciotygodniowe pedy rézy namnozone w hodowli in vitro
(1 stoik)

Odczynniki
a) podloze kontrolne — sterylna pozywka agarowa MS (por.
zalacznik 2) bez dodatku IBA (4 stoiki, po 30 cm?® pozywki)
b) podloze ukorzeniajgce — sterylna pozywka agarowa MS
z dodatkiem IBA (por. zalacznik 2) w stezeniu 0,5 mg dm=
(4 stoiki po 30 cm? pozywki)
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Sprzet laboratoryjny

komora z laminarnym przeplywem powietrza, sterylne narzedzia
do pracy w komorze: 2 podporki metalowe, peseta dluga, peseta
stomatologiczna (krotka, zagieta), skalpel, podkladki papierowe
w kopercie

Wykonanie dos$wiadczenia

Wszystkie czynno$ci wykonywac¢ w warunkach sterylnych w ko-
morze z laminarnym przeptywem powietrza.

1. Poslugujac sie dtuga peseta kepke pedoéw rézy namnozo-
nych w warunkach in vitro wyciagna¢ ze stoika i przeniesé
na papierowe podkladki. Nastepnie postugujac sie peseta
stomatologiczng i skalpelem, kepke rozciaé na pojedyncze
pedy, z pedow obciac dolne liScie i ewentualne podeschnie-
te, pedy przenosi¢ na oddzielna papierowa podkladke.

2. Uzyskane pedy przenie$é dluga peseta do stoikéw zawie-
rajacych podloze kontrolne oraz do sloikow zawierajacych
podloze ukorzeniajace. Pedy umiesci¢ pionowo w podlozu
— po 4 pedy w1 stoiku.

3. Hodowle umiescic w fitotronie w temperaturze 24°C, przy
fotoperiodzie 16 godzin/8 godzin (§wiatlo/ciemnosc¢) oraz
o$wietleniu 120 umol m=2 s

Opracowanie wynikow

Po 7-10 dniach poréwnac¢ pedy z hodowli kontrolnej i z dodatkiem
IBA, zwracajac uwage na liczbe i dlugo$¢ korzeni.

Doswiadczenie IV
Dominacja wierzchotkowa

Zasada metody

Auksyny, ktorych najwyzsze stezenie wystepuje w czesci wierz-
chotkowej pedu gléwnego rosliny, hamuja rozwoj pakéw bocez-
nych. Zjawisko to nazywane jest dominacja wierzcholtkowa.
Materiat

trzytygodniowe rosliny fasoli uprawiane w doniczkach z podto-
zem ogrodniczym
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Odczynniki

pasta lanolinowa zawierajgca IAA (opis przygotowania por.
Do$wiadczenie I)

Sprzet laboratoryjny

nozyczki, cienka bagietka

Wykonanie doswiadczenia
Roéliny podzieli¢ na 3 grupy:
a) roéliny kontrolne,
b) roéliny, u ktorych $cina sie ped okolo 1,5 cm powyzej
pierwszej pary lisci,
¢) ro$liny, u ktoérych Scina sie ped okoto 1,5 cm powyzej
pierwszej pary liSci, a powierzchnie Sciecia smaruje sie
pasta lanolinowg zawierajaca IAA. Po 3 dniach powtor-
nie nanie$c¢ paste.

Opracowanie wynikow

Po 7 dniach w poszczegolnych wariantach oceni¢ rozwoj pedow
bocznych znajdujacych sie w katach pierwszej pary lici.

Doswiadczenie V
Wptyw GA, na wzrost siewek grochu kartowatego

Zasada metody

Gibereliny odpowiadaja za wydtuzanie sie pedu poprzez stymu-
lowanie aktywnoSci mitotycznej komorek zlokalizowanych pod
merystemem wierzchotkowym. Wystepowanie krotkiego pedu
u kartowatych odmian roslin wiaze sie z zablokowaniem syntezy
giberelin albo wytwarzaniem inhibitoréw giberelin i moze by¢
wynikiem mutacji pojedynczego genu.

Materiat

siedmiodniowe siewki grochu odmiany karlowatej (np. Cud
Kelvedonu) uprawiane w doniczkach z podlozem ogrodniczym

Odczynniki

roztwor GA, o stezeniu 1 mg cm™
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Sprzet laboratoryjny
pipety (0,01-0,1 cm?®)

Wykonanie doswiadczenia

Znajdujace sie w doniczce siewki podzieli¢ na 2 grupy:
a) roéliny kontrolne,
b) roéliny traktowane GA, — uzywajac pipety, na wierzchotki
pedoéw nanies¢ po 0,01 cm? roztworu GA,.

Opracowanie wynikow

Po 7 dniach zmierzy¢ dtugo$é¢ pedow roslin z obu grup, zapisaé
wyniki i obliczy¢ wartosci Srednie. Zwroci¢ uwage na dtugosé
iliczbe miedzywezli.

Doswiadczenie VI
Wptyw GA, i CCC na wzrost hypokotyla sataty

Zasada metody

Retardanty, bedace syntetycznymi inhibitorami wzrostu, hamuja
wydluzanie sie pedow bez wywolywania innych deformacji. Dzia-
lajg antagonistycznie w stosunku do giberelin.

Materiat

nasiona salaty

Odczynniki

roztwor GA, o stezeniu 7 mg dm™?, roztwor CCC o stezeniu
3,2 g dm3, roztwor penicyliny o stezeniu 5 mg cm3

Sprzet laboratoryjny

4 szalki Petriego o $rednicy 9 cm, pipety (0,1-10 cm?)

Wykonanie doswiadczenia

Do 4 szalek Petriego wlozy¢ po 2 krazki bibuly filtracyjnej i wlac¢
odpowiednie roztwory:
a) H,0 destylowana (8 cm®) — kontrola,
b) GA,7 mg dm™ (4 cm®) + H,0O destylowana (4 cm®) [konco-
we stezenie GA, — 3,5 mg dm™],
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¢) CCC 3,2 gdm™ (4 cm®) + H,O destylowana (4 cm?®) [kon-
cowe stezenie CCC — 1,6 gdm™2],
d) GA, 7mg dm™ (4 cm®) + CCC 3,2 g/dm?® (4 cm?) [konicowe
stezenie GA, — 3,5 mgdm~+ CCC - 1,6 gdm™®].
W kazdej szalce utozy¢ po 20—30 nasion sataty i doda¢ po
0,1 cm?® roztworu penicyliny. Szalki umie$cié na Swietle, w tem-
peraturze 24°C.

Opracowanie wynikéw

Po 7 dniach hodowli ocenié¢ wyglad siewek, zmierzy¢ dtugo$c hy-
pokotyli 10 siewek z kazdej szalki i obliczy¢ Srednia dla kazdego
wariantu. Wyniki wpisac do tabeli 9.2. Obliczy¢ % kontroli, przyj-
mujac dlugoé¢ hypokotyla siewek hodowanych na szalce z H,0
za 100%.

Tabela 9.2. Wptyw
GA, i CCC na wzrost
hypokotyla sataty

Dlugosé hypokotyla [mm]

Lp. H.O GA

, cce GA, + CCC

1.
2.

o.
10.

Srednia

% kontroli 100

Doswiadczenie VII
Whptyw kinetyny na mase liscieni rzodkiewki

Zasada metody

Cytokininy zwiekszaja mase roslin poprzez aktywacje podzialow
komorkowych oraz zwiekszanie rozmiaréw komorek.

Materiat

dwudniowe siewki rzodkiewki skietkowane na szalce z bibula

Odczynniki

roztwory kinetyny (KIN) o stezeniach: 0,1; 11 10 mg dm, roz-
twor penicyliny o stezeniu 5 mg cm™
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Sprzet laboratoryjny

4 szalki Petriego o §rednicy 9 cm, pipety (0,1-10 cm?®), skalpel, pe-
seta, waga laboratoryjna

Wykonanie doswiadczenia

Do 4 szalek Petriego wlozy¢ po 2 krazki bibuly filtracyjnej i wlaé¢
po 10 cm?® odpowiednich roztworéw:

a) H,0O destylowana (kontrola),

b) KIN 0,1 mg dm=3,

¢) KIN1mgdm,

d) KIN 10 mg dm=2.

Do kazdej szalki dodaé po 0,1 cm? roztworu penicyliny. Uzy-
wajac skalpela, odcigé lidcienie od hypokotyli. Do do§wiadczenia
wybra¢ 40 li$cieni o podobnej wielkoSci. W kazdej szalce umie-
$ci¢ po 10 uprzednio odwazonych liScieni. Zanotowac laczng mase
10 lidcieni dla kazdego wariantu do§wiadczenia. Szalki umiescic
na $wietle, w temperaturze 24°C.

Opracowanie wynikow

Po 7 dniach hodowli wyjaé licienie z szalek, osuszy¢ na bibule
i ponownie zwazy¢. Wyniki wpisa¢ do tabeli 9.3. Dla kazdego wa-
riantu obliczy¢ przyrost masy liScieni jako % wartoSci poczatko-  Tabela 9.3. Wptyw

. : tentans : _ kinetyny (KIN) na mase
wej, dzielac sz.}rr()‘st masy liScieni [mg] po 7 dniach przez poczat éciont odkiom
kowa mase liScieni [mg].

L. Masa 10 liscieni [mg] Przyrost masy liScieni
Stezenie KIN % wartodci
[mgecm™] | Poczatkowa | Koncowa [mg] o Wartosct
poczatkowej
0
0,1
1
10
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Doswiadczenie VIl
Wptyw kinetyny i etylenu na rozpad chlorofilu

Zasada metody

Cytokininy opdZniaja procesy starzenia sie roslin, m.in. po-
wstrzymuja rozklad chlorofilu. W aspekcie wplywu na starzenie
sie organ6w roslinnych etylen dziala antagonistycznie w stosun-
ku do cytokinin.

Materiat

dwutygodniowe ro$liny jeczmienia uprawiane w doniczkach
z podlozem ogrodniczym

Odczynniki

roztwor kinetyny (KIN) o stezeniu 2,2 mg dm=3, Ethrel rozcien-
czony 1:1000; Ethrel jest preparatem handlowym zawierajacym
kwas 2-chloroetylofosfonowy, ktory rozpada sie z wydzieleniem
etylenu

Sprzet laboratoryjny
3 szalki Petriego o érednicy 9 cm, pipety (0,1-10 cm?), nozyczki

Wykonanie doswiadczenia

Do 3 szalek Petriego wlaé¢ po 8 cm?® odpowiednich roztworow:
a) H,0 destylowana (kontrola),
b) KIN 2,2 mg dm™3,
¢) Ethrel.

Do kazdej szalki dodac po 0,1 cm? roztworu penicyliny. W kaz-
dej szalce umiesci¢ po 10 fragmentow lisci jeczmienia o dtugosci
okolo 1 cm. Ulozy¢ je dolng fizjologicznie strong na powierzchni
roztwordw. Fragmenty li$ci nalezy wycinac¢ tak, aby wszystkie
byly pobrane w tej samej odleglosci od wierzcholka liscia. Szalki
umie$ci¢ na $wietle, w temperaturze 24°C.

Opracowanie wynikow

Po 7 dniach oceni¢ wyglad fragmentow liéci jeczmienia w po-
szczegblnych wariantach do§wiadczenia, zwracajac uwage na
zawartos$¢ chlorofilu.
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Doswiadczenie IX
Wptyw herbicydu Pielik na wzrost pszenicy i gorczycy

Zasada metody

Pielik jest systemicznym, selektywnym herbicydem stosowanym
do zwalczania chwastéw dwuli$ciennych w uprawach roélin jed-
noli$ciennych. Substancja czynna tego preparatu jest 2,4-D, be-
dacy syntetyczng auksyna. Jego negatywny wplyw na roéliny jest
zwiazany z zaburzaniem réwnowagi hormonalnej, wywolanym
m.in. nadprodukcja etylenu i kwasu abscysynowego.

Materiat

dwutygodniowe rosliny pszenicy i gorczycy uprawiane w donicz-
kach z podlozem ogrodniczym

Odczynniki
preparat Pielik zawierajacy 2,4-D o stezeniu 1 g dm=

Sprzet laboratoryjny

rozpylacz

Wykonanie doswiadczenia

Roéliny podzieli¢ na 2 grupy (osobne doniczki):
a) rosliny kontrolne,
b) roéliny traktowane Pielikiem (roztwor Pielika rozpyli¢ na
roSliny, uzywajac rozpylacza).

Opracowanie wynikéw

Po 7 dniach ocenié wplyw zastosowanego herbicydu na rosliny
pszenicy i gorczycy. Wyjasni¢ odmienne dzialanie tego prepara-
tu na roéliny jedno- i dwuliScienne, zwracajac uwage na roznice
w budowie obu grup roslin.
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Doswiadczenie X
Wptyw 2,4-D na wzrost siewek ogorka

Zasada metody

Syntetyczne auksyny, takie jak 2,4-D, w wysokich stezeniach
wplywaja hamujaco na wzrost wydtuzeniowy roslin. Pedy i ko-
rzenie roélin charakteryzuja sie r6zng wrazliwo$cia na dzialanie
tych fitohormonéw.

Materiat

nasiona ogorka

Odczynniki
roztwor 2,4-D o stezeniach: 0,111 mg dm=3, roztwor penicyliny
o stezeniu 5 mg dm

Sprzet laboratoryjny
3 szalki Petriego o Srednicy 9 cm, pipety (0,1-10 cm?®), cieplarka

Wykonanie doswiadczenia

Do 3 szalek Petriego wlozy¢ po 2 krazki bibuly filtracyjnej i wlac¢
po 10 cm?® odpowiednich roztwordéw:
a) H,O destylowana,
b) 2,4-D 0,1 mg dm3,
¢) 24-D1mgdm=3.
W kazdej szalce ulozy¢ po 15 nasion ogorka i dodaé po 0,1 cm?
roztworu penicyliny. Szalki umie$ci¢ w cieplarce o temperaturze
25°C.

Opracowanie wynikéw

Po 7 dniach hodowli zmierzy¢ dlugo$c¢ korzeni i hypokotyli 10 sie-
wek z kazdej szalki i obliczy¢ §rednia dla kazdego wariantu. Wy-
niki wpisac do tabeli 9.4. Obliczy¢ % kontroli, przyjmujac dtu-
gos¢ korzenia/hypokotyla siewek hodowanych na szalce z H,0
za 100%.
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Tabela 9.4. Wptyw 2.4-D na wzrost siewek ogorka

H,0 2,4-D 0,1 mg dm™3 24-D1mgdm
Lp. D}ugoé.é Dlugosé D}ugoé,.é Dlugosé D}ugoé:é Dlugosé
korzenia | hypokotyla | korzenia | hypokotyla | korzenia | hypokotyla

[mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm]
1.
2.
0.
10.

Srednia
% kontroli 100 100
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ROZDZIAt X. METABOLIZM AZOTOWY ROSLIN
OZNACZANIE AKTYWNOSCI
REDUKTAZY AZOTANOWEJ
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CZESC TEORETYCZNA

Glownym dostepnym zrédlem azotu dla roslin sa azotany.
Jednak przyswajanie azotu w formie jonéw azotanowych wyma-
ga ze strony rosliny znacznego nakladu energii. Pierwiastek ten
moze by¢ wykorzystany do budowy zwiazkéw organicznych do-
piero po redukcji azotanéw do amoniaku, podczas ktorej
do atomu azotu zostaje przylaczone w sumie 8 elektronéw.

NO, + 8¢ +10H — NH; + 3H,0

Redukcja jonéw azotanowych do amonowych przebiega dwu-
stopniowo. Pierwszy etap to redukcja azotanéw do azotynéow
katalizowana przez reduktaze azotanowa (NR, oksydore-
duktaza NADH: NO,, EC 1.6.6.1), przebiegajaca zgodnie z reakcja:

NO, + NADH + H' - NO, + NAD + H,0

Reakcja ta zachodzi w cytoplazmie komorek, a dawcg elektro-
noéw do redukcji jonow NO, jest NADH. Reduktaza azotanowa
jest homotetramerem, ktory w kazdej z 4 podjednostek zawiera
FAD, cytochrom b, oraz molibdenopteryne (rysunek 10.1).

NADH + H' FAD > (2 Cyt b, (Fe™) Mo“; <,
NAD® ) <FADH2 2 Cytbg, (Fe”)> <4Mo”
Reduktaza azotanowa jest enzymem indukowanym,
tzn. jest syntetyzowana tylko w obecno$ci substratu, czyli azota-
now. Aktywno$¢ tego enzymu jest proporcjonalna do stezenia
azotan6w w komorce. Synteza reduktazy azotanowej jest regulo-

wana przez azotan na poziomie ekspresji genu. Ponadto obecnosé
azotanow jest niezbedna do utrzymania odpowiedniego poziomu
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biatka reduktazy azotanowej, ktére pozbawione dostepu do
substratu ulega degradacji. Synteza biatka reduktazy azota-
nowej oraz aktywno$¢ tego enzymu sa rowniez kontrolowane
przez Swiatlo. Czynnikiem warunkujacym aktywnos$é reduktazy
azotanowej jest takze obecno$é molibdenu.

Drugim etapem jest redukcja azotynéw do jonéw amo-
nowych katalizowana przez reduktaze azotynowa (NiR,
oksydoreduktaza ferredoksyna: NO,, EC 1.7.7.1), przebiegajaca
zgodnie z reakcja:

NO,+6Fd, , +8H —NH +6Fd, +2H,0

Reakcja ta zachodzi w chloroplastach, a w niefotosyntetyzuja-
cych czeSciach roslin (np. w korzeniach) — w innych plastydach.
Dawca elektronow do redukcji azotynéw jest zredukowana ferre-
doksyna (Fd). W fotosyntetyzujacych tkankach roélin redukcja fer-
redoksyny zachodzi w fazie jasnej fotosyntezy. Natomiast w tkan-
kach niefotosyntetyzujacych ferredoksyna jest redukowana przez
NADPH, - pochodzacy ze szlaku pentozofosforanowego. Powstaja-
ce jony amonowe moga by¢ nastepnie wbudowywane w strukture
aminokwaso6w, co stanowi wlasciwa asymilacje azotu.

CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

Oznaczenie aktywnosci reduktazy azotanowej w liscieniach ogérka oraz
wykazanie zaleznosci miedzy aktywnosciqg tego enzymu w liscieniach

a stezeniem azotandéw w podtozu hodowlanym.

Doswiadczenie |

Materiat

nasiona ogoérka, bibula filtracyjna, lignina, papier milimetrowy

Sprzet laboratoryjny

plastikowy pojemnik o pojemnosci okolo 2 dm? do hodowli sie-
wek, cieplarka, skalpel, peseta, 3 szalki Petriego o érednicy 9 cm,
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4 buteleczki 10 cm?® z korkami, sitko plastikowe, pipety (0,1-
5 cm?), 20 probéwek szklanych, kuwety spektrofotometryczne,
spektrofotometr

I.A. HODOWLA ETIOLOWANYCH SIEWEK OGORKA

Nasiona ogbrka wysia¢ do plastikowych pojemnikéw na warstwe
ligniny zwilzona wodg destylowang. Siewki hodowaé w ciemno$ci,
w temperaturze 25°C przez 5 dni.

I.B. HODOWLA LISCIENI

Odczynniki

roztwory KNO, o stezeniach: 0,011 0,1 M, roztwoér penicyliny
o stezeniu 5 mg cm3

Przygotowac 3 szalki Petriego o §rednicy 9 cm. Do kazdej wlo-
zy¢ 2 krazki bibuly filtracyjnej i wla¢ po 5 cm® odpowiedniego
roztworu KNO, do hodowli liScieni:

a) H,0O destylowana (kontrola),

b) 0,01 M KNO,,

¢) 0,1 M KNO,.

Do kazdej szalki dodac po 0,1 cm?® roztworu penicyliny o ste-
zeniu 5 mg cm=3.

Siewki ogorka wyjaé z pojemnikéw do hodowli i ulozy¢ na bi-
bule. Za pomoca skalpela odcina¢ licienie od hypokotyla siewek.
W kazdej szalce Petriego umie$cié¢ 20 liscieni tak, aby byly one
skierowane wewnetrzna strona do géry. Hodowle liScieni prowa-
dzi¢ na Swietle, w temperaturze 24—25°C przez 2 dni.

I.C. INKUBACJA LISCIENI W ROZTWORZE ZAWIERAJACYM
AZOTAN

Odczynniki

0,1 M bufor fosforanowy pH 7,5 zawierajacy 0,02 M KNO,
i 5% n-propanol

Wykonanie doswiadczenia

Do 4 buteleczek o pojemnoéci 10 ecm?® wlaé po 5 cm?® 0,1 M bufo-
ru fosforanowego pH 7,5 zawierajgcego 0,02 M KNO, i 5%
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n-propanol. Z kazdej szalki Petriego liScienie przenie$c¢ pe-
setg na sitko, oplukaé woda destylowana i delikatnie osuszyc
na bibule. W 3 buteleczkach umiesci¢ po 5 liScieni z poszcze-
gblnych wariantéw hodowli. W kazdym zestawie jedna bute-
leczka nie zawiera li$cieni i stanowi kontrole. Buteleczki po-
zamykac korkami i umie$cié w cieplarce o temperaturze 27°C
na 0,5 godziny.

I.D. OZNACZANIE AKTYWNOSCI REDUKTAZY
AZOTANOWEJ

Zasada metody

Miara aktywnosci reduktazy azotanowej w liScieniach ogorka jest
ilos¢ azotynoéw powstalych w czasie inkubacji liScieni w buforze
zawierajacym azotan. W metodzie tej oznacza sie stezenie jondow
NO, w plynie poinkubacyjnym.

Odczynniki

0,02% chlorowodorek N-(1-naftylo)-etylenodiaminy (NEA),
1% sulfanilamid (SA) w 3M HCl, roztwér wzorcowy NaNO, o ste-
zeniu 60 nmol cm=

Wykonanie doswiadczenia

Po zakoniczeniu inkubacji doktadnie wymiesza¢ zawarto$é bu-
teleczek. Dla kazdego wariantu (kontrola + 3 warianty hodowli)
przygotowacé po 2 probowki, do ktorych nalezy przeniesé po1cm?
inkubatu z odpowiednich buteleczek. Nastepnie do kazdej pro-
bowki dodaé 0,5 cm?® 1% SA i 0,5 cm?® 0,02% NEA. Zawarto$é
probowek dokladnie wymieszaé i umies$cié je w ciemno$ci na
10 minut. Po dodaniu 2 cm® wody destylowanej i wymieszaniu
oznaczy¢ absorbancje roztworéw w kuwetach spektrofotome-
trycznych przy dlugosci fali 540 nm wobec kontroli.

Opracowanie wynikow

Korzystajac z krzywej wzorcowej (por. pkt I.E), odczytac zawar-
to$¢ jonow NO, w badanych probach i dla kazdego wariantu ho-
dowli obliczy¢ aktywno$c¢ reduktazy azotanowej w liscieniach
ogorka. Wyniki wpisaé do tabeli 10.1.
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Wariant Objetosc A, Y Aktywno$¢
. . Zawartos¢ .
hodowli inkubatu po 0,5 godz. NO [nmol] reduktazy azotanowej
liscieni [cm?] inkubacji 2 [nmol liscien godz.™]
H,0
0,01 M KNO,
0,1 M KNO,

Tabela 10.1. Aktywnos¢
reduktazy azotanowej

. L. w izolowanych
Korzystajac z roztworu wzorcowego KNO, o stezeniu 60 nmol  jiscieniach ogorka

cm~ i wody destylowanej, przygotowaé po 1 cm?® roztwo-
row NO, o stezeniach od 6 do 60 nmol cm™, stosujac gradacje
co 6 nmol cm~. Do probéwek wprowadzi¢ odpowiednig objeto$é
roztworu wzorcowego (wg tabeli 10.2) i uzupelhic¢ woda destylo-
wana do 1 cm?®. Do pierwszej probéwki doda¢ 1 cm® wody de-
stylowanej (proba odczynnikowa).
Nastepnie do 1 cm?® wymieszanych dokladnie roztworéw do-
daé po 0,5 cm?® 1% SA i 0,5 cm® 0,02% NEA. Zawarto$¢ probo-
wek dokladnie wymieszaé i umiesci¢ je w ciemno$ci na 10 mi-
nut. Nastepnie do probéwek dodac po 2 cm® wody destylowanej
i po wymieszaniu oznaczy¢ absorbancje roztwordéw w kuwetach
spektrofotometrycznych przy dlugosci fali 540 nm wobec proby
odczynnikowej. Wyniki wpisac do tabeli 10.2, a na papierze mi-  Tabela10.2.
limetrowym wykres§li¢ krzywa wzorcowg dla NO,, na osi odcig- Ztaeljél:loesr; Eg?jzy
tych (x) zaznaczajgc warto$ci stezenia NO, wnmol cm™, anaosi  , absorbancjazA
rzednych (y) wartoSci absorbancji A, .

I.E. WYKONANIE KRZYWEJ WZORCOWEJ DLA NO,

540

Stezenie NO, 0| 6 |12 1824 |30 |36 |42 |48 | 54 | 60
[nmol cm3]
Objetos¢ roztworu 0 /01(02(03[04(|05]|06[0,7|08|09]| 1
wzorcowego [cm?]
Objetos¢ wody 1/09(08[0706|05|04|03[02[01] 0
destylowanej [cm?]
A

540
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ROZDZIAL XI. WEASCIWOSCI GLEB
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CZESC TEORETYCZNA

Gleba jest zewnetrzng warstwa skorupy ziemskiej, ktora stanowi
uklad mineralnych i organicznych substancji, powietrza, wody
oraz organizmoéw w niej bytujacych. Zroédlem substancji mine-
ralnej jest skala macierzysta, a substancji organicznej — martwe
szczatki roélin i zwierzat oraz mikroorganizméw. Martwa ma-
teria organiczna, ktora podlega rozkladowi, to prochnica (hu-
mus). Gtéwne frakcje prochnicy stanowia kwasy huminowe
(20-50%), odpowiadajace za stabilizacje sktadnikdéw pokarmo-
wych w powierzchniowych warstwach gleby. W sklad substan-
¢ji mineralnej wchodzg czastki o roznych wymiarach, takie jak:
kamienie, zwir, piasek, il i glina. Oba te rodzaje substancji two-
rza faze stala gleby. Faza stala gleby jest zrodlem skladnikow
pokarmowych dla roélin. Miedzy czasteczkami fazy stalej gleby
sq wolne przestrzenie wypelnione woda i powietrzem, ktore sta-
nowia odpowiednio faze ciekla i gazowa gleby. Woda wraz z roz-
puszczonymi w niej substancjami mineralnymi i organicznymi
tworzy roztwor glebowy i posredniczy w transporcie sklad-
nikdéw pokarmowych do korzeni. Gtéwna funkcja fazy gazowej
gleby (mieszanina gazow i pary wodnej) jest dostarczanie tlenu
organizmom glebowym.

Roslina pobiera tylko jony soli mineralnych rozpuszczal-
nych w wodzie, ktére sa tatwo wymywane z fazy stalej gleby
przez wode grawitacyjna. Jony tych soli staja sie niedostepne
dla roslin, gdy wraz z wodg zostana przeniesione w glebsze war-
stwy gleby. Temu niekorzystnemu zjawisku przeciwdziata obec-
no$¢ koloidowych czastek glebowych. O zyznosci gleby decyduje
iloé¢ czastek koloidowych, ktore adsorbuja na swojej powierzchni
jony soli mineralnych. Koloidy glebowe to kompleksy pomie-
dzy ilem, gling a substancja organiczna. Koloidy glebowe cha-
rakteryzuja sie duza powierzchnia w stosunku do swojej masy
i ladunkiem elektrycznym, najczesciej ujemnym. Wszystkie
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koloidy glebowe tworza system wiazacy jony, zwany komplek-
sem sorpcyjnym gleby. Roéliny pobieraja jony z powierzchni
koloidéw na zasadzie adsorpcji wymiennej. Korzenie wydzielaja
kationy wodoru, ktére wymieniaja na kationy potrzebne roslinie,
np.: wapniowe, potasowe, magnezowe, badz wydzielaja aniony
HCO,", ktére wymieniaja na NO,", H,PO," i inne.

W zalezno$ci od rodzaju kationéw wysycajacych koloidy gle-
bowe ksztaltuje sie odczyn gleby, bedacy kolejnym wskazni-
kiem zyznoSci gleby. Rozpuszczalno$é i dostepnosé dla roslin
wielu zwigzkéw mineralnych zalezy od odczynu gleby (pH).

Poza solami mineralnymi gleba jest réwniez Zrodtem wody
dla roélin. Wyréznia sie kilka form wody w glebie: woda che-
micznie zwiazana, higroskopowa, kapilarna, grawitacyjna, grun-
towa, w postaci pary wodnej. Dla roélin dostepna jest woda
kapilarna, czyli ta, ktéra wypelnia kapilary gleby i dzieki dzia-
laniu sil napiecia powierzchniowego podnosi sie/podsigka ponad
zwierciadlo wody gruntowe;j. Po obfitych opadach dostepna dla
ro$lin jest rowniez woda gruntowa.

CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

Zapoznanie z tréjfazowq budowq gleby, rodzajami wody wystepujqgcej w glebie,
udziatem organizmdéw w procesie tworzenia préchnicy, metodami oznaczania
odczynu gleby, a takze przyczynami naturalnego zakwaszania gleb oraz
czynnikami decydujgcymi o Zyznosci gleby.

Doswiadczenie |
Oznaczanie zawartosci kwasu huminowego metodq Edena

Zasada metody

Kwasy huminowe, nalezace do gtownej frakcji zwiazkoéw proch-
nicznych, sa nierozpuszczalne w wodzie, natomiast tworza roz-
puszczalne sole z jonami jednowarto$ciowymi. Dzieki temu
ekstrahuje sie je z prochnicy za pomoca alkalicznych rozpusz-
czalnikow, np. NaOH.
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Materiat

3 rodzaje gleby — torf, piasek, ziemia ogrodowa

Odczynniki
0,2 M HCI, 12,5 M NaOH, woda destylowana

Sprzet laboratoryjny

3 kolby Erlenmeyera 100 cm?, 3 zlewki 100 cm?, 3 cylindry
100 cm?, 3 lejki, 3 probdwki, statyw na probéwki, 3 saczki bi-
bulowe, spektrofotometr, kuwety spektrofotometryczne, lopatka,
waga laboratoryjna

Wykonanie doswiadczenia

Odwazy¢ po 1 g z kazdego rodzaju gleby i przenies¢ (osobno) do
zlewek, do kazdej zlewki dodac¢ 20 cm?® 0,2 M HCI w celu pozbycia
sie zasad i uzyskania wolnych kwas6w huminowych. Po 30 minu-
tach glebe przesaczy¢ i przemy¢ dwiema porcjami wody destylo-
wanej (2 x 25 cm?), aby wyplukaé kwas solny. Ptyn nadosadowy
odla¢, a przemyta glebe przeniesé lopatka do kolby Erlenmeyera.
Dodaé 6 cm?50% NaOH, wymieszac i uzupelic¢ woda destylowana
do 25 cm?®. Kolby z tak przygotowanymi réznymi rodzajami gleby
wstawi¢ do wrzacej lazni wodnej na 10 minut. Nastepnie schlo-
dzi¢ je pod biezaca woda, przesaczyé roztwory i o ile bedzie taka
potrzeba, rozcienczy¢ tak, aby w klarownym supernatancie ozna-
czy¢ warto$c¢ absorbancji w kuwetach spektrofotometrycznych przy
dlugosci fali 420 nm. Miara zawarto$ci kwas6w huminowych dla
kazdej z badanych gleb bedzie zmierzona warto$é absorbancji.

Opracowanie wynikéw

Na podstawie wielko$ci absorbancji okreslié¢, ktora gleba charak-
teryzuje sie duza zawarto$cia kwaso6w huminowych i dlaczego.

Doswiadczenie Il
Odczyn gleby

Zasada metody

Odczyn gleby stanowi informacje o zakwaszeniu gleby i oznacza
wzajemny stosunek joné6w wodorowych do wodorotlenowych,
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okreslany skréotem pH. Pomiar pH gleby polega na przeprowa-
dzeniu jonéw wodorowych z kompleksu sorpcyjnego do roztworu
glebowego przy uzyciu siarczanu baru. Kationy tej soli wypieraja
z kompleksu sorpcyjnego jony H* i A1, dzieki czemu mozliwe
jest zmierzenie potencjalnej kwasowosci gleby (istotnej do celow
rolniczych).

Materiat

3 rodzaje gleby — torf, piasek, ziemia ogrodowa

Odczynniki

BaSO, w postaci proszku

Sprzet laboratoryjny

statyw na probowki, 3 probowki, linijka, wskaznik pH (papierki
wskaznikowe), lopatka

Wykonanie doswiadczenia

Przygotowac 3 suche probéwki i na dnie kazdej umiesci¢ war-
stwe BaSO, o grubosci 1 cm. Nastepnie nanie$¢ warstwe gleby
(do kazdej probowki inny rodzaj gleby) o grubosci 3 cm i dopel-
ni¢ woda destylowang na wysoko$¢ 9 cm. Nastepnie zawarto§é
probowek doktadnie wymieszaé i odstawic¢ na 30 minut. Po tym
czasie w plynie nadosadowym oznaczy¢ warto$¢ pH za pomoca
papierkow wskaznikowych. Na podstawie warto$ci pH okre$li¢
odczyn gleby.

Doswiadczenie Il
Oznaczanie pojemnosci wodnej gleby

Zasada metody

Glebe mozna scharakteryzowac poprzez okreslenie pojemnosci
wodnej gleby, ktéra stanowi informacje o tym, jaka ilo§¢ wody
gleba jest w stanie zatrzymac po maksymalnym nawodnieniu
i splynieciu wody grawitacyjne;j.

Materiat

3 rodzaje gleby — torf, piasek, ziemia ogrodowa
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Odczynniki

woda destylowana lub wodociagowa

Sprzet laboratoryjny

3 cylindry miarowe 100 cm?3, 3 lejki, 3 saczki bibulowe, lopatka,
waga laboratoryjna

Wykonanie doswiadczenia

Na lejki natozy¢ saczki bibulowe i wsypac po 10 g gleby — do kazde-
go lejka inny rodzaj gleby. Lejki ustawié¢ na cylindrach miarowych
i zala¢ 60 cm?® wody wodociagowej. Odczytac ze skali na cylindrze
ilo$¢ wody, ktora wyplynela z gleby. Obliczy¢ procentowa pojem-
no$¢ wody dla kazdego rodzaju gleby, korzystajac ze wzoru:

p

x100%

gdzie:

C - sucha masa gleby,

W — objetos¢ wody, ktora zalano glebe,

G - objetos¢ wody, ktora przesigknela przez glebe (woda
grawitacyjna).

Opracowanie wynikow

Poréwnac pojemnos$é wodna réznych rodzajow gleby i podaé, od
czego ona zalezy.

Doswiadczenie IV
Wtasciwosci sorpcyjne gleby

Zasada metody

Gleba ma wta$ciwos$ci sorpcyjne, ktore polegaja na zatrzymywa-
niu i wigzaniu réznych skladnikéw. Istota sorpcji jest wymiana
wezedniej zaabsorbowanych jondw na te, ktdre znajduja sie w roz-
tworze glebowym.

Materiat

3 rodzaje gleby — torf, piasek, ziemia ogrodowa
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Odczynniki

0,06 M FeCl,, 0,054 M K,[Fe(CN),], NH,OH (stezony), 0,06 M
Na,NH,PO,, 0,1 M CH,COOH, 0,65 M HCI, 0,08 M (NH,)C,0,

Sprzet laboratoryjny

7 kolb Erlenmeyera 100 cm?, 11 probowek, 5 lejkow, 5 saczkow bi-
bulowych, lopatka, 4 zlewki 50 cm?, waga laboratoryjna, 12 pro-
bowek, statyw na probowki

IV.A. WIAZANIE JONOW W GLEBIE

Wykonanie doswiadczenia

Do 3 kolb Erlenmeyera wsypaé po 1 g kazdego rodzaju gleby (do
kazdej kolby inny rodzaj gleby), nastepnie zala¢ je 10 cm®0,06 M
roztworu FeCl,. Wytrzasa¢ przez 5 minut i przesgczy¢, zbierajac
przesacz do 3 probowek (dla kazdego rodzaju gleby 1 probéwka).
Do czwartej probowki doda¢ 5 cm?® 0,06 M roztworu FeCl, (kon-
trola). Do wszystkich probéwek doda¢ 1 cm? 0,054 M K,[Fe(CN), ]
i 2—-3 krople 0,65 M HCIL.

Opracowanie wynikéw

Ro6znica w intensywnoSci zabarwienia roztworu kontrolnego
i przesaczy $wiadczy o wigzaniu jonow Fe*® przez glebe. Na pod-
stawie roznic w barwie okresli¢, ktore rodzaje gleby maja wtasci-
wosci sorpeyjne i jakie elementy gleby o nich decyduja.

IV.B. WYMIANA JONOW W KOLOIDACH GLEBOWYCH

Wykonanie dos$wiadczenia

Do 2 kolb Erlenmeyera wsypac¢ po 3 g gleby ogrodniczej i piaszczy-
stej (do 1 kolby jeden rodzaj gleby), zalac je 15 cm® 0,1 M CH,COOH.
Takie same iloSci gleby ogrodniczej i piaszczystej wsypac osobno
do kolejnych 2 kolb Erlenmeyera i zala¢ 15 cm?® wody destylowane;j.
Wszystkie proby mocno wytrzasaé przez 5 minut i przesaczyé¢ do
zlewek. Kazdy przesacz rozlaé¢ do 2 probéwek (w sumie 8 probo-
wek). Dla kazdego rodzaju gleby w 2 proboéwkach (jedna zawiera-
jaca roztwor wodny i druga zawierajaca roztwor z kwasem octo-
wym) doprowadzi¢ pH do 7 za pomoca NH,OH. Nastepnie dodac¢
do tych probéwek po 2 cm? 0,06 M Na,NH,PO,. Poréwnac iloSci
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wytracajacego sie osadu, ktore §wiadcza o wymianie jonow zelaza
i magnezu. Do pozostatych 4 probowek dodaé po 2 cm?® 0,08 M roz-
tworu (NH,),C,0,. Wytraca si¢ osad szczawianu wapnia, co $wiad-
czy o wymianie jonow Ca?".

Opracowanie wynikéow

Porowna¢ ilo$¢ osadu w probowkach z przesagczem wodnym
i przesaczem z kwasem octowym dla badanych rodzajéw gleb
i opisaé, o czym Swiadcza zaobserwowane roznice.

Doswiadczenie V
Oznaczanie aktywnosci kwasnej fosfatazy w glebie

Kwasne fosfatazy sa enzymami nalezacymi do klasy hydrolaz.
Enzymy te katalizuja hydrolize estréw i bezwodnikoéw kwasu
ortofosforowego. Typowe dla roslin kwasne fosfatazy wykazu-
ja optimum dzialania przy pH 4,0—6,0. Odgrywajg istotna role
w metabolizmie zwiazkow fosforanowych. Wydzielane do gleby
przez komorki korzeni stymuluja przemiany organicznych zwiaz-
kow fosforanowych do bezposrednio dostepnych dla roslin nie-
organicznych fosforanéw (HPO,*-, H,PO,").

Zasada metody

W ¢wiczeniu zrédlem enzymu jest gleba z ryzosfery, do ktorej
ros$lina wydziela kwasna fosfataze poprzez korzenie. Substratem
dla tego enzymu jest egzogenny 4-nitrofenylofosforan. Powstajacy
jako produkt reakeji 4-nitrofenol przyjmuje w Srodowisku zasa-
dowym barwe zo6tozielona (por. rysunek 11.1).

Rysunek 11.1. Reakcja
katalizowana przez
kwasng fosfataze

OH
| fosfataza
O,N O—l||>—OH + H,0O —> ONN OH + H,PO,
p-nitrofenylofosforan p-nitrofenol

Materiat

gleba ogrodowa pochodzaca z ryzosfery (strefa wokot korzeni
ro$lin)
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Odczynniki

7,5 mM 4-nitrofenylofosforan, 0,1 M bufor octanowy pH 5,0,
0,94 M Na,CO,

Sprzet laboratoryjny

zlewka 50 cm?, 3 pipety (2—5 cm?), 3 probowki, lejek, saczek bi-
bulowy, waga laboratoryjna, mieszadlo magnetyczne, cieplarka,
spektrofotometr, kuwety spektrofotometryczne

Wykonanie doswiadczenia

W zlewce umiesci¢ 2 g gleby ogrodniczej, zala¢ 10 cm?® wody de-
stylowanej i ekstrahowaé 20 minut na mieszadle magnetycznym.
Otrzymany ekstrakt przesaczy¢ w celu uzyskania roztworu zawie-
rajacego enzym. Do dwoch probowek (proby badane) odmierzyé
0,5 cm?® 7,5 mM 4-nitrofenylofosforanu, 1,5 cm?® 0,1 M buforu oc-
tanowego pH 5,0 i 0,5 cm? roztworu zawierajacego enzym. Probe
kontrolng stanowi 0,5 cm?® 7,5 mM 4-nitrofenylofosforanu, 1,5 cm?
0,1 M buforu octanowego pH 5,01 2,5 cm® 0,94 M Na,CO,. Inkuba-
cje wszystkich préb prowadzi¢ przez 60 minut w cieplarce o tem-
peraturze 30°C. Po tym czasie do préb badanych dodac¢ 2,5 cm?
0,94 M Na,CO,, a do kontroli 0,5 cm?® roztworu enzymu. Zawarto$¢
probowek przesaczyc¢ i oznaczy¢ absorbancje przesaczow w kuwe-
tach spektrofotometrycznych przy dlugoéci fali 420 nm.

Opracowanie wynikéow

Obliczy¢ ilo§¢ mikrogramoéw 4-nitrofenolu uwolnionego w reak-
¢ji, dzielac Srednig warto$¢ absorbancji préb badanych (pomniej-
szona o warto$¢ absorbancji proby kontrolnej) przez wspolezyn-
nik absorpcji dla 1 pg nitrofenolu, wynoszacy 0,002. Aktywno$¢
fosfatazy wyrazi¢ w jednostkach [U= umol 4-nitrofenolu min].
Masa molowa 4-nitrofenolu wynosi 139,1.

Gorlach E., Mazur T., Chemia rolna, Wydawnictwo Naukowe

PWN, Warszawa 2001.
Kopcewicz J., Lewak S. (red.), Fizjologia roslin, Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa 2019.
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CZESC TEORETYCZNA

Kielkowanie nasion, czyli zesp6t procesdéw zachodzacych w na-
sieniu, ktoére przygotowuja zarodek do normalnej wegetacji, jest
uwarunkowane czynnikami wewnetrznymi i zewnetrznymi.
Zdolne do kielkowania sa tylko nasiona, ktérych zarodki sa zywe
i odpowiednio dojrzale. Zywotnoéé nasion okreéla sie na podsta-
wie barwienia zarodkoéw chlorkiem trifenylotetrazoliowym lub
indygokarminem. Procent nasion danego zbioru zdolnych do kiel-
kowania okres$lany jest zdolnoscia kielkowania. Szybkos¢
kielkowania (dawniej energia kietkowania), czyli % nasion nor-
malnie skielkowanych w ciagu pewnego krotkiego okresu, okresla
stopien zywotno$ci nasion. Na podstawie zdolno$ci i szybko$ci
kietkowania ocenia sie jako$¢é materialu siewnego.

W procesie kietkowania nasion wyréznia sie faze fizyczng
(pecznienie nasion), biochemiczna i fizjologiczna. W fazie bio-
chemicznej nastepuje aktywacja i synteza de novo enzymow
uczestniczacych w uruchamianiu materialow zapasowych.
W ziarniakach zb6z, ktorych gléwnym materialem zapasowym
jest skrobia, w regulacji procesu uczestnicza hormony roslinne
z grupy giberelin, wytwarzane przez rozwijajacy sie zarodek.

Czynnikami $srodowiska zewnetrznego wplywajacymi na kiel-
kowanie nasion sg: woda, tlen, temperatura i $wiatlo. Nasiona
wielu gatunkéw roélin (np. salata, tyton) wykazuja stymulacje
kietkowania pod wplywem $wiatla. Najbardziej efektywne jest
Swiatlo czerwone (660 nm). Efekt $wiatla czerwonego jest odwra-
cany przez daleka czerwien (730 nm). Receptorem $§wiatla w pro-
cesie kietkowania nasion jest fitochrom, ktéry w roslinach
wystepuje w dwoch formach: P, o maksimum absorpcji $wia-
tla przy dtugosci fali 660 nm i P, 0 maksimum absorpcji $wiatla
przy dtugosci fali 730 nm. Obie formy fitochromu moga podlegac
fotokonwersji, czyli przeksztalceniom pod wplywem Swiatla
(por. rysunek 12.1).
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synteza w ciemnosci . . R k12.1.
Y Swiatto biate ysune

Fotokonwersja
lub czerwone 660 nm )

> @ fitochromu
L < &—
daleka czerwien 730 nm
\_/ powolny rozpad

powolna przemiana w ciemnosci

CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

1. Ocena jakosci siewnej nasion wybranych gatunkéw roslin uzytkowych
poprzez okreslenie ich zywotnosci oraz szybkosci i zdolnosci kietkowania.

2. Analiza uruchamiania zwigzkéw zapasowych w katabolicznej fazie kietkowania
na przyktadzie rozktadu skrobi w kietkujqgcych ziarniakach jeczmienia.

3. Wykazanie udziatu fitochromu w procesie kietkowania nasion.

Doswiadczenie |
Szybkos¢ i zdolnos¢ kietkowania

Zasada metody

Na podstawie kinetyki kietkowania nasion okresla sie szybko$c
i zdolnos¢ kielkowania.
Materiat

ziarniaki zyta, nasiona gorczycy i grochu

Sprzet laboratoryjny
3 szalki Petriego, bibula, peseta

Wykonanie doswiadczenia

Szalki wylozy¢ podwojna warstwa bibuly zwilzonej woda tak, aby
cienka warstwa wody byla widoczna na powierzchni bibuly. Na
szalkach umiesci¢ po 25 ziarniakéw/nasion wybranych gatunkow
ro$lin i wstawic je do termostatu na 25°C. Policzy¢ ziarniaki/na-
siona, ktore wykietkowaly po 3 i 6 dniach.
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Opracowanie wynikéw

Oceni¢ szybko$¢ i zdolnoéc kielkowania ziarniakow/nasion, poda-
jac wyniki w procentach skietkowanych.

Doswiadczenie Il
Ocena zywotnosci nasion metodq barwienia zarodkéw

Zasada metody

Zywe, aktywne metabolicznie zarodki nasion redukuja bezbarwny
chlorek 2,3,5-trifenylotetrazoliowy (TTC) do trifenyloformaza-
nu (TTC-H) i wybarwiaja sie na czerwono (por. rysunek 12.2).

Rysunek 12.2.
Redukcja chlorku
2.,3,5-trifenylotetra-
zoliowego (TTC)

. redukcja .
N — SN +HCl
N N N N
H
Cr
chlorek 2,3,5-trifenylotetrazoliowy trifenyloformazan

Rysunek 12.3. Reakcja
Indygokarmin (forma utleniona) wybarwia martwe zarodki ;sg;ggﬁ;r‘ﬂiz‘ama
nasion na niebiesko. W formie zredukowanej jest bezbarwny (por.

- wykorzystywana
rysunek 12.3)‘ do oceny zywotnosci
nasion
i on i
NaOKS N redukcja NaO3S N
“——
N SO3Na utlenianie N SOzNa
I I
H O 4§ OH
indygokarmin indygokarmin
forma utleniona forma zredukowana

Redukcja barwnikéw w zywych komoérkach zachodzi dzie-
ki aktywno$ci dehydrogenaz uczestniczacych w procesach
oddechowych.
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Materiat

nasiona grochu i ziarniaki kukurydzy w stanie pelnej imbibicji

Odczynniki

1% roztwor TTC, 0,2% roztwor indygokarminu

Sprzet laboratoryjny

2 zlewki 200 cm?, igla preparacyjna, skalpel, szalki Petriego, ba-
gietka szklana

Wykonanie doswiadczenia

Z 50 nasion fasoli wypreparowaé zarodki, optukac je woda desty-
lowana i umiesci¢ w zlewce z roztworem TTC. Zlewke pozostawic
w ciemnym miejscu, w temperaturze pokojowej na 1-2 godziny.
Po tym czasie zarodki przemy¢ woda i na podstawie wybarwienia
oceni¢ ich zywotnos¢é.

Ziarniaki kukurydzy w stanie pelnej imbibicji (50 sztuk)
przeciac¢ wzdluz i jedna polowe kazdego z nasion, po uprzednim
oplukaniu woda destylowana, umie$ci¢ w zlewce z roztworem in-
dygokarminu. Zlewke pozostawi¢ na 30 minut w temperaturze
30°C. Nastepnie ziarniaki oplukac¢ woda i ocenié ich zywotno$¢
na podstawie wybarwienia.

Opracowanie wynikow

Obliczy¢ % nasion grochu i ziarniakdéw kukurydzy zdolnych do
kietkowania.

Doswiadczenie Il
Wykazanie obecnosci amylazy w kietkujgcych nasionach

Zasada metody

W napecznialych ziarniakach zb6z pod wplywem dzialania
giberelin nastepuje indukcja amylaz, ktore na drodze enzy-
matycznej prowadzg rozklad skrobi przez stadium dekstryn
do maltozy. W miare hydrolizy skrobi nastepuje zmniej-
szanie sie niebieskiego zabarwienia z jodem w reakcji z od-
czynnikiem Lugola (roztwor jodu w KI) i wzrost wlasciwosci
redukujacych.
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Materiat

skietkowane nasiona pszenicy lub ziarniaki kukurydzy

Odczynniki

agar, 1% kleik skrobiowy, 10-krotnie rozcienczony roztwor
Lugola

Sprzet laboratoryjny

3 szalki Petriego o $rednicy 5 cm, zlewka 100 cm?, cylinder mia-
rowy 25 cm?®, 3 pipety (0,1-5 cm?), laznia wodna, skalpel, bagiet-
ka szklana

Wykonanie doswiadczenia

W laZni wodnej rozpuscié¢ w zlewce 0,5 g agaru w 25 cm® wody
destylowanej. Doda¢ 2,5 cm? 1% kleiku skrobiowego i wylaé po
5-7 cm? cieplego agaru na szalki Petriego. Po zastygnieciu aga-
ru powierzchnie szalek zwilzy¢ woda destylowana i wylozy¢
po 5 nasion/ziarniakéw przecietych wzdluz na pol, ukladajac
je powierzchnig ciecia na agarze. Po 2—3 godzinach inkubacji
w termostacie w temperaturze 28°C nasiona/ziarniaki usuna¢,
a powierzchnie szalek zalaé roztworem Lugola. Po kilku minu-
tach zla¢ odczynnik.

Opracowanie wynikow

Opisa¢ uzyskany obraz i na tej podstawie wyciagnac wnioski
dotyczace uruchamiania substancji zapasowych w nasionach
/ziarniakach.

Doswiadczenie IV
Udziat fitochromu w procesie kietkowania nasion

Zasada metody

Monochromatyczne $wiatlo czerwone (660 nm) powoduje fo-
tokonwersje P, — P,, w stopniu wystarczajacym do stymulacji
kietkowania nasion wrazliwych na §wiatlo (dodatnio fotoblastycz-
nych). Efekt jest odwracany przez naswietlenie $wiatlem dalekiej
czerwieni (730 nm).
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Materiat

nasiona salaty (odmiana Grand Rapids) moczone 24 godziny
w temperaturze 28°C, na bibule zwilzonej woda destylowa-
ng, w 4 szalkach Petriego owinietych szczelnie folig aluminio-
wa (dla zachowania calkowitej ciemno$ci); kazda szalka zawiera
25 nasion

Sprzet laboratoryjny

zrodlo monochromatycznego $wiatta czerwonego (660 nm) i da-
lekiej czerwieni (730 nm)

Wykonanie doswiadczenia

Wykonac nastepujace warianty na$wietlania szalek z napecznia-
lymi nasionami salaty:

a) 2—4 minuty o$wietlenia monochromatycznym swiattem
czerwonym (660 nm),

b) 2—4 minuty o$wietlenia monochromatycznym $wiatlem
czerwonym (660 nm) i nastepnie 4—8 minut o§wietlenia
Swiatlem dalekiej czerwieni (730 nm),

¢) 2—4 minuty o$wietlenia monochromatycznym swiattem
czerwonym (660 nm), nastepnie 4—8 minut o$wietle-
nia monochromatycznym Swiatlem dalekiej czerwieni
(730 nm) i 2—4 minuty o$wietlenia Swiatlem czerwonym
(660 nm),

d) brak o$wietlenia (kontrola).

Naswietlanie przeprowadzi¢ w ciemni. W czasie naswie-
tlania szalki odwing¢ z folii aluminiowej, odkry¢ i ustawiac
sko$nie w kierunku Zrédla §wiatla o okres$lonej dlugosci fali
na odpowiedni okres naswietlenia. Wszystkie szalki pozosta-
wi¢ w ciemno$ci na 3 dni, a nastepnie policzy¢ nasiona, ktore
wykieltkowatly.

Opracowanie wynikéow

Na podstawie wyliczonego % nasion skietkowanych w poszcze-
gblnych wariantach do$wiadczenia ocenié¢ wplyw $wiatla czer-
wonego i dalekiej czerwieni na kietkowanie nasion salaty i scha-
rakteryzowac role fitochromu w tym procesie.
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CZESC TEORETYCZNA

Roéliny wyzsze konkuruja w ekosystemie miedzy soba o wode,
Swiatlo i skladniki pokarmowe. Zjawisko chemicznej rywaliza-
¢ji miedzy roslinami nosi nazwe allelopatii. Zwigzki chemiczne
uczestniczace w oddzialywaniu pomiedzy roslinami nazywane sg
zwigzkami allelopatycznymi. Zwiazki allelopatyczne to nisko-
czasteczkowe metabolity wtorne lub ich pochodne. Wydzielane
przez rosliny-donory wplywaja na rosliny-akceptory, mody-
fikujac ich wzrost i rozwdj. Przedostaja sie do Srodowiska na drodze:

1) przechodzenia do gleby zwiazkéw powstajacych w pro-
cesie rozkladu tkanek roslinnych, np. kwasy kofeinowy
i ferulowy, pochodzace z obumierajacych pedow orlicy
pospolitej, izotiocyjaniany i nitryle — produkty hydrolizy
glukozynolanow;

2) lugowania z naziemnych czesci roslin przez deszcz i rose,
np. prekursor juglonu z lisci orzecha wloskiego; zwigz-
ki fenolowe, takie jak hydrochinon, umbeliferon; kwa-
sy hydroksycynamonowe, np. ferulowy, kumarowy;
kwasy hydroksybenzoesowe, np. waniliowy, syringo-
wy; kumaryny, garbniki i alkaloidy, np. absyntyna, cha-
rakterystyczna dla bylicy piolunu;

3) eksudacji przez system korzeniowy, np. produkty hydrolizy
glukozynolandéw, prekursor juglonu — kwas (£)-cynamono-
wy, wydzielany przez meksykanski krzew gumodajny;

4) uwalniania w formie lotnej do atmosfery i przedostaja-
ce sie z niej na powierzchnie roslin i gleby, gtownie lotne
terpeny, np. 1,8-cyneol (eukaliptol), kamfora, a- i f-pinen,
a-tujon, izotujon. Terpenoidy emitowane sg szczegdlnie
w okresie utrzymywania sie wysokiej temperatury powie-
trza, nastepnie kondensuja na powierzchni gleby, hamujac
wzrost roélin i kielkowanie nasion w odlegltoéci nawet do
2 m od wydzielajacych je roslin.
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Allelopatia ma duze znaczenie w formowaniu zbiorowisk roslin-
nych o okreslonym sktadzie florystycznym i thumaczy inwazyjno$é
niektorych gatunkéw roslin obcego pochodzenia. Zwigzki allelo-
patyczne oraz tkanki roélin zawierajace ich prekursory maja zna-
czenie w hodowli roslin. Szczegodlne zainteresowanie budza w tzw.
rolnictwie ekologicznym jako bioherbicydy. Odzialywania allelo-
patyczne moga réwniez przybieraé¢ forme autotoksycznosci, doty-
czacej rolin tego samego gatunku wielopokoleniowo zasiedlajacych
okreslony obszar lub tez uprawianych bez plodozmianu.
Oddzialywanie zwigzkow allelopatycznych na rosliny ma cha-
rakter wielomiejscowy (por. tabela 13.1). Podstawowym wskazni- Tabela 13.1.
kiem dzialania zwiazkéw allelopatycznych jest zahamowanie ~— V/P!yw zwiazkow

. . . . . allelopatycznych
kielkowania nasion i wzrostu siewek. na rosliny

Efekty dzialania zwiazkow allelopatycznych

Poziom molekularny | — spadek syntezy DNA, RNA oraz bialek strukturalnych,
i biochemiczny — spadek aktywno$ci enzymow,

— wzrost syntezy bialek zwiazanych z reakcja na stres,

— akumulacja osmoprotektorédw, np. proliny

Poziom strukturalny |- zmiany ultrastruktury komérkowej,
— zahamowanie mitozy

Poziom fizjologiczny | — zaburzenia fotosyntezy i oddychania mitochondrialnego,
— zaburzenia procesu pobierania jonow,
— zaburzenia procesu wzrostu i rozwoju ro$liny

CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

Okreslenie wrazliwosci wybranych gatunkdw roslin na zwiqzki allelopatyczne

obecne w:

a) wyciggach z lisci orzecha wtoskiego i stonecznika oraz pedéw rzezuchy,

b) eksudatach z peczniejgcych nasion pomidora, stonecznika, kozieradki i owsa,

c) olejkach eterycznych naowocni pomarariczy stodkiej i szyszkojagéd jatowca
pospolitego.

Reakcja na zwigzki allelopatyczne bedzie oceniana na pod-
stawie ich wplywu na kietkowanie nasion i wzrost siewek ro-
slin-akceptorow. Korzenie i liScie orzecha wloskiego wydzielaja
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4-glukozyd 1,4,5-trihydroksy-naftalenu, ktéry na drodze hydro-
lizy i utlenienia przeksztalcany jest w glebie do wykazujacego
wlasciwos$ci allelopatyczne 5-hydroksynaftochinonu (juglon)
(por. rysunek 13.1).

OH
1) hydroliza
e
2) utlenianie
HO OGlc HO (0]

juglon
5-hydroksynaftochinon

4-glukozyd 1,4,5-trihydroksynaftalenu
forma nietoksyczna

Tkanki stlonecznika zwyczajnego sa zrodtem kilkunastu zwigz-
kow o aktywnosSci allelopatycznej, ktore naleza do: laktonéw se-
skwiterpenowych, bisnorseskwiterpenéw i flawonoidow.

Rzezucha nalezy do grupy roslin syntetyzujacych glukozy-
nolany. W tkankach produkujacych je roslin glukozynolany
zawsze wspolwystepuja (w oddzielnych kompartmentach) z en-
zymem myrozynazg (tioglukozydo glukohydrolaza, EC 3.2.3.1),
tworzac wielofunkeyjny system obronny glukozynolan-
-myrozynaza, uruchamiany w momencie uszkodzenia struk-
tury komorkowej. Efektem dzialania tego systemu jest hydroliza
glukozynolandéw i powstanie bioaktywnych produktow, glownie
izotiocyjanianow (por. rysunek 13.2).

R-N—C=S
SI— Glc H,0 D-glukoza HSO, 1zotiocyjanian
R—C myrozynaza R— C.EN
I B nitryl
N=0-50, R—S—C=N
glukozynolan tiocyjanian

Okrywy nasienne i owocowo-nasienne ziarniakow zboz
sa bogate w zwiazki fenolowe i alkaloidy o wlasciwo$ciach
allelopatycznych, uaktywniajace sie podczas pecznienia
i kietkowania. W eksudatach peczniejgcych nasion pojawiaja
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sie kwasy organiczne, u niektorych gatunkéw roélin rowniez
$luzy i saponiny.

Naowocnia pomaranczy stodkiej zawiera 1-2,5% olejku lotne-
go, w ktorego sktad wchodza terpeny cykliczne, w tym limonen
o zapachu pomaranczowym (90%), cytral i f-pinen.

Szyszkojagody jalowca zawieraja 0,5—-2% olejku lotnego, kt6-
rego gtownym skladnikiem sa terpeny, w tym B-pinen, kamfenen
i kadinen, oraz seskwiterpeny, wérdd nich kamfora jalowcowa
ijuneol. Skladnikami bioaktywnymi szyszkojagod sa takze di-
terpeny, garbniki i flawonoidy.

Zasada metody

Allelopatyczny efekt dziatania zwiazkéw obecnych w wyciggach
roslinnych, eksudatach kietkujgcych nasion i olejkach eterycz-
nych na kielkowanie nasion i wzrost siewek oceniany jest za po-
moc3 biotestu (testu biologicznego z udzialem organizméw zy-
wych) wykonanego w warunkach laboratoryjnych.

Doswiadczenie |

Badanie allelopatycznego wptywu wyciqggow z lisci orzecha wtoskiego
i stonecznika oraz pedéw rzezuchy na kietkowanie nasion i ziarniakéw
oraz wzrost siewek ogérka, rzodkiewki i pszenicy

Materiat

licie orzecha wloskiego, liScie stonecznika, dwutygodniowe ro-
§liny rzezuchy siewnej, nasiona ogobrka i rzodkiewki, ziarniaki
pszenicy

Odczynniki

1,5% roztwor agaru (150 cm?®), woda destylowana

Sprzet laboratoryjny

12 szalek o $rednicy 9 cm, 3 mieszadla magnetyczne, waga elek-
troniczna, nozyczki, 6 zlewek 250 cm?, cylinder miarowy 250 cm?,
4 cylindry miarowe 50 cm?, 3 sitka, 4 kolby Erlenmeyera wa-
skoszyjne 250 cm?, pesety stomatologiczne, pesety krotkie, to-
patki, parafilm, tace, linijki 30 cm, cienkie rekawiczki gumowe,
markery
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Wykonanie doswiadczenia

1. Przygotowanie wyciagow
Licie orzecha wloskiego i stonecznika oraz pedy rzezuchy
pociac nozyczkami na bardzo drobne kawalki (zalozy¢ re-
kawiczki), z kazdego materiatu odwazyé po 10 g, przeniesé
do opisanych zlewek na 250 ¢cm?, zala¢ 150 cm?® wody de-
stylowanej, zlewki umieéci¢ na mieszadle magnetycznym
na 24-48 godzin. Nastepnie tkanki ro$linne odsaczyé¢ na
sitku i odrzuci¢, a wodne wyciagi wykorzystaé do przepro-
wadzenia biotestu.

2. Przeprowadzenie biotestu
a) Przygotowac 12 szalek o Srednicy 9 cm i opisa¢ poszcze-

go6lne warianty jako:

kontrola — ogorek; kontrola — rzodkiewka; kontrola
— pszenica

orzech — ogoérek; orzech — rzodkiewka; orzech —
pszenica

stonecznik — ogorek; stonecznik — rzodkiewka; sto-
necznik — pszenica

rzezucha — ogorek; rzezucha — rzodkiewka; rzezucha
— pszenica

b) W kolbie Erlenmeyera na 250 ¢cm? zmieszaé 35 cm?
wody destylowanej z 35 cm?® 1,5% agaru (~50°C). Otrzy-
many agarowy roztwor rozla¢ po 20 cm?® do 3 szalek
opisanych jako ,kontrola”.

W kolbie Erlenmeyera na 250 cm?® zmieszaé¢ 35 cm?®
wyciagu z lisci orzecha wloskiego z 35 cm?® 1,5% agaru
(~50°C), otrzymany agarowy roztwor rozla¢ po 20 cm?®
do 3 szalek opisanych jako ,orzech”. Analogicznie przy-
gotowac szalki z wyciagiem z liéci stonecznika (,,stonecz-
nik”) i pedow rzezuchy (,rzezucha”).

¢) Odstawi¢ szalki do zestalenia agaru.

d) Postugujac sie peseta, wysiaé po 10 nasion ogorka i rzod-
kiewki oraz 10 ziarniakéw pszenicy do szalek kontrol-
nych i zawierajacych badane wyciagi (zgodnie z opisem
w pkt. 2a), szalki zakry¢, zalepi¢ parafilmem, odstawié
do ciemnego pomieszczenia hodowlanego na 7 dni.
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Opracowanie wynikéw

Po 7 dniach policzy¢ % skielkowanych nasion, zmierzy¢ i usred-
ni¢ dhugo$¢ korzeni i pedéw siewek, opisa¢ wyglad siewek, wyniki
pomiarow przedstawi¢ w tabelach 13.2a, 13.2b, 13.2c.

Tabela 13.2a. Wptyw wyciggu z lisci orzecha na kietkowanie nasion i ziarniakow
oraz wzrost siewek ogoérka, rzodkiewki i pszenicy

Kontrola Nasiona }(ielkuj %cg w obecnosci
wyciagu z lisci orzecha
Gatunek Skielkowane | Wielko$¢ siewek | Skielkowane | Wielko$é siewek
nasiona [cm] nasiona [cm]
[% wysianych] | Korzenr | Ped | [% wysianych] | Korzen | Ped
Ogorek
Pszenica
Rzodkiewka

Tabela 13.2b. Wptyw wyciagu z liSci stonecznika na kietkowanie nasion i ziarniakdw
oraz wzrost siewek ogoérka, rzodkiewki i pszenicy

Nasiona kielkujace w obecnosci

Kontrola . o .
wyciggu z lisci stonecznika
Gatunek Skietkowane | Wielko$é siewek | Skielkowane | Wielko$¢ siewek
nasiona [cm] nasiona [cm]
[% wysianych] | Korzefi | Ped | [% wysianych] | Korzeh | Ped
Ogorek
Pszenica
Rzodkiewka

Tabela 13.2c. Wptyw wyciagu z nasion gorczycy na kietkowani
oraz wzrost siewek ogorka, rzodkiewki i pszenicy

e nasion i ziarniakow

Nasiona kielkujace w obecnosci

Kontrola . , .
wyciagu z pedow rzezuchy
Gatunek Skietkowane | Wielko$¢ siewek | Skietkowane | Wielko$¢ siewek
nasiona [cm] nasiona [cm]
[% wysianych] | Korzeri | Ped | [% wysianych] | Korzen | Ped
Ogorek
Pszenica
Rzodkiewka
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Doswiadczenie Il

Badanie allelopatycznego wptywu eksudatow z peczniejgcych nasion
pomidora, stonecznika i kozieradki oraz ziarniakéw owsa na kietkowanie
nasion i ziarniakow oraz wzrost siewek ogorka, rzodkiewki i pszenicy

Materiat

nasiona ogorka, rzodkiewki, pomidoréow, kozieradki, stonecznika,
ziarniaki pszenicy i owsa

Odczynniki

1,5% roztwor agaru (200 cm?)

Sprzet laboratoryjny

15 szalek o $rednicy 9 cm, waga elektroniczna, 8 zlewek 100 cm?,
4 cylindry miarowe 50 cm?, 4 sitka, 5 kolb Erlenmeyera wasko-
szyjnych 250 cm?, pesety stomatologiczne, pesety krotkie, lopatki,
parafilm, taca, linijki 30 cm, markery

Wykonanie doswiadczenia

1. Przygotowanie eksudatow
Odwazy¢ po 15 g nasion pomidora, stonecznika, kozieradki
i ziarniakéw owsa oraz pszenicy, przenie$¢ do opisanych
zlewek na 100 cm?, zala¢ 45 cm?® wody destylowanej, zlewki
umiesci¢ w ciemnoSci na 24—48 godzin. Nastepnie nasiona
iziarniaki odsaczy¢ na sitku i odrzuci¢, a wodne eksudaty
wykorzystaé do przeprowadzenia biotestu.
2. Wykonanie biotestu
a) Przygotowac 15 szalek o érednicy 9 cm i odpowiednio
opisaé poszczeg6lne warianty jako:
kontrola — ogorek; kontrola — rzodkiewka; kontrola
— pszenica
pomidor — ogoérek; pomidor — rzodkiewka; pomidor
— pszenica
stonecznik — ogorek; stonecznik — rzodkiewka; sto-
necznik — pszenica
kozieradka — ogorek; kozieradka — rzodkiewka; kozie-
radka — pszenica
owies — ogorek; owies — rzodkiewka; owies —
pszenica

151



Przewodnik do ¢wiczen z fizjologii roslin I

b) W kolbie Erlenmeyera na 250 cm? zmieszac 35 cm?®

wody destylowanej z 35 cm?® 1,5% agaru (~50°C), otrzy-
many agarowy roztwor rozlaé¢ po 20 cm?® do 3 szalek
opisanych jako ,kontrola”.

W kolbie Erlenmeyera na 250 cm® zmiesza¢ 35 cm?®
eksudatu z nasion pomidora z 35 cm?® 1,5% agaru
(~50°C), otrzymany agarowy roztwor rozlac po 20 cm?®
do 3 szalek opisanych jako ,pomidor”. Analogicznie
przygotowac szalki z eksudatem z nasion stonecznika
(,,stonecznik”), kozieradki (,kozieradka”) i ziarniakow
owsa (,owies”).

¢) Odstawi¢ szalki do zestalenia agaru.
d) Postugujac sie pesetg, wysia¢ po 10 nasion ogorka,

pszenicy i rzodkiewki do szalek kontrolnych i za-
wierajacych badane eksudaty (zgodnie z opisem
w pkt. 2a), szalki zakry¢, zalepié¢ parafilmem, od-
stawi¢ do ciemnego pomieszczenia hodowlanego na
7 dni.

Opracowanie wynikow

Po 7 dniach policzy¢ % skielkowanych nasion, zmierzy¢ i usred-
ni¢ dtugo$c¢ korzeni i pedow siewek, opisac¢ wyglad siewek, wyniki
pomiaréw przedstawié w tabelach 13.3a, 13.3b, 13.3¢, 13.3d.

Tabela 13.3a. Wptyw eksudatu z nasion pomidora na kietkowanie nasion i ziarniakow oraz
wzrost siewek ogorka, rzodkiewki i pszenicy

Kontrola Nasiona kielkuj acew obe?cnoéci
eksudatu z nasion pomidora
Gatunek Skielkowane | Wielko$¢ siewek | Skielkowane | Wielko$é siewek
nasiona [cm] nasiona [cm]

[% wysianych] | Korzen | Ped | [% wysianych] | Korzeni | Ped
Ogorek
Pszenica
Rzodkiewka
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Tabela 13.3b. Wptyw eksudatu z nasion stonecznika na kietkowanie nasion
i ziarniakow oraz wzrost siewek ogdérka, rzodkiewki i pszenicy

Nasiona kielkujace w obecnosci

Kontrola eksudatu z nasion slonecznika
Gatunek Skielkowane | Wielko$éé siewek | Skielkowane | Wielko$¢ siewek
nasiona [cm] nasiona [cm]
[% wysianych] | Korzen | Ped | [% wysianych] | Korzen | Ped
Ogorek
Pszenica
Rzodkiewka

Tabela 13.3c. Wptyw eksudatu z nasion kozieradki na kietkowanie nasion
i ziarniakow oraz wzrost siewek ogoérka, rzodkiewki i pszenicy

Nasiona kielkujace w obecnosci

Kontrola eksudatu z nasion kozieradki
Gatunek Skielkowane | Wielko$é siewek | Skielkowane | Wielko$é siewek
nasiona [cm] nasiona [cm]
[% wysianych] | Korzerr | Ped | [% wysianych] | Korzen | Ped
Ogorek
Pszenica
Rzodkiewka

Tabela 13.3d. Wptyw eksudatu z ziarniakow owsa na kietkowanie nasion
i ziarniakow oraz wzrost siewek ogdrka, rzodkiewki i pszenicy

Nasiona kielkujace w obecnosci

Kontrola eksudatu z ziarniakow owsa
Gatunek Skielkowane | Wielko$é siewek | Skielkowane | Wielko$¢ siewek
nasiona [cm] nasiona [cm]
[% wysianych] | Korzen | Ped | [% wysianych] | Korzen | Ped
Ogorek
Pszenica
Rzodkiewka
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Doswiadczenie Il

Badanie allelopatycznego wptywu olejkow eterycznych naowocni
pomaranczy i szyszkojagéd jatowca na kietkowanie nasion i ziarniakow
oraz wzrost korzeni siewek ogérka, rzodkiewki i pszenicy

Materiat

olejek eteryczny pomaranczowy i jalowcowy, nasiona ogorka
i rzodkiewki, ziarniaki pszenicy

Sprzet laboratoryjny

9 stoikéw o $rednicy 9 cm, welna mineralna (9 sze$cianéw o kra-
wedzi 3 cm, wycietych nozem z bloku welny mineralnej), zlewka
1000 cm?, 9 krazkéw bibuly filtracyjnej o Srednicy 7 cm, pesety
stomatologiczne, bandaz szerokosSci 10 cm, taca gleboka, linijki
30 cm, markery

Wykonanie doswiadczenia

1. Sze$ciany z welny mineralnej wlozy¢ do zlewki, zalaé
woda destylowana do momentu dokladnego nasaczenia.

2. Przygotowat 9 stoikow o Srednicy 9 cm, opisac poszcze-
golne warianty jako:
kontrola — ogoérek; kontrola — rzodkiewka; kontrola —
pszenica
pomarancza — ogoérek; pomarancza — rzodkiewka; po-
marancza — pszenica
jalowiec — ogorek; jalowiec — rzodkiewka; jalowiec —
pszenica

3. Na spodniej stronie wieczka wszystkich stoikow potozyé
sze$cian z welny mineralnej dokladnie nasaczony woda
destylowana. Przygotowac 9 kawalkoéw bandaza z gazy
o rozmiarze 10 x 30 cm.

4. Za pomoca pesety stomatologicznej w polozone na wiecz-
kach sze$ciany welny mineralnej (zgodnie z opisem sto-
ikdw w pkt. 1b) wbija¢ kolejno po 10 nasion ogoérka, 10 na-
sion rzodkiewki i 10 ziarniakdéw pszenicy.

5. Na dnie kazdego sloika polozy¢ krazek bibuly filtracyj-
nej (zgodnie z opisem stoikow w pkt. 1b), na kazdy z kraz-
kéw nanie$é odpowiednio po 5 kropli olejku eterycznego
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pomaranczowego lub jalowcowego, w wariancie kontrol-
nym nie nakrapiadé.
6. SzeSciany welny mineralnej przykry¢ kawaltkiem bandaza,
unies$¢ wieczko i zwisajace konce bandaza naprezy¢ w taki
sposob, aby bandaz docisnat szeécian welny z nasionami

do wieczka, nastepnie odwrocié i zakrecic¢ wieczko.

7. Tak przygotowane sloiki umie$cic na glebokiej tacy napel-
nionej wodg destylowana, zwisajace wzdluz brzegow sto-
ikow konce bandaza zanurzy¢ w wodzie. Tace ze stoikami
odstawic na 7 dni do oéwietlonego pokoju hodowlanego,
codziennie kontrolowa¢ poziom wody na tacy. Nie dopu-
$ci¢ do wysuszenia bandaza.

Opracowanie wynikéow

Po 7 dniach policzy¢ % skietkowanych nasion, zmierzy¢ dtugosé
korzeni siewek, opisaé¢ wyglad siewek, wyniki pomiaréw przed-

stawic w tabeli 13.4.
Wariant Parametr Ogorek Pszenica | Rzodkiewka
Skietkowane nasiona
% wysianych
Kontrola L% y” yehl —
Dlugosé korzeni siewek
[cm]
Oleiki Skietkowane nasiona
ejk1 e"[er}’/czne [% wysianych]
szyszkojagod — —
. Dlugosé korzeni siewek
jalowca
[cm]
Oleiki Skietkowane nasiona
€] 1ete.ryczne [% wysianych]
naowocni Dluzodé k -
pomaraficzy ugos$¢ korzeni siewe

[cm]

Zinterpretowaé wyniki przeprowadzonych do§wiadczen.
Wyciggnac wnioski dotyczace zréznicowanego wplywu:
a) ekstraktow z lisci orzecha wloskiego i stonecznika zwy-

czajnego oraz pedow rzezuchy,

b) eksudatéw z peczniejacych nasion pomidora, stonecznika,

kozieradki i ziarniakoéw owsa,

Tabela 13.4. Wptyw
olejkéw eterycznych
szyszkojagod
jatowca i naowocni
pomaranczy na
kietkowanie nasion
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¢) olejkow eterycznych z naowocni pomaranczy i szyszko-
jagod jalowca na kietkowanie nasion i ziarniakéw oraz
wzrost siewek ogorka, pszenicy i rzodkiewki.
Zwroci¢ uwage na roznice wrazliwoéci badanych gatunkow
oraz organow (korzenie i pedy) na dziatlanie analizowanych
zwigzkow allelopatycznych.

Kopcewicz J., Lewak S. (red.), Fizjologia roslin, Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa 2019.

Kozlowska M. (red.), Fizjologia roslin. Od teorii do nauk sto-
sowanych, PWRIiL, Warszawa 2007.

Lewak S., Kopcewicz J., Jaworski K., Fizjologia roslin. Wpro-
wadzenie, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa
2019.
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CZESC TEORETYCZNA

Ziemniak jest obok zb6z jedna z podstawowych roslin wyko-
rzystywanych w zywieniu ludzi i zwierzat. Jest tez waznym
produktem dla przemystu spozywczego (frytki, chipsy, kro-
chmal, alkohol etylowy itp.). Znaczenie spozywcze i paszowe
ziemniaka wiaze sie glownie z duza zawarto$cia skrobi, ktora
w zalezno$ci od gatunku stanowi 15-30% w przeliczeniu na
Swieza mase. Bulwy ziemniaka sg tez dobrym zr6dlem wita-
miny C oraz makro- i mikroelementéw niezbednych dla prawi-
dlowego rozwoju organizmu czlowieka. Popi6l stanowi zwykle
3,8% suchej masy i w przeliczeniu na 100 czeSci popiotu zawie-
ra: K,0 - 60,1, Na,O - 2,9, CaO - 2,6, MgO - 4,9, Fe,O, - 1,1,
P,0, - 16,9, SO, - 6,5, SiO, — 2,0, Cl (w chlorkach nieorganicz-
nych) — 3,0.

Ziarna skrobi w bulwach ziemniaka, tzw. skrobianki, zlokali-
zowane w amyloplastach sg zwykle duzymi pojedynczymi twora-
mi, z wewnetrznym ukladem warstw rozmieszczonych ekscen-
trycznie. Warstwy te powstaja najprawdopodobniej w wyniku
nier6wnomiernego uwodnienia skrobi w poszczegdlnych okre-
sach tworzenia sie skrobianki.

Skrobia jest homoglikanem (C H,,0,), zbudowanym z cza-
steczek a-p-glukozy. W plastydach wystepuje w postaci amy-
lozy, gdzie czasteczki glukozy polaczone sa wigzaniem glikozy-
dowym miedzy atomami 11 4 sgsiadujacych ze soba czasteczek
i amylopektyny, w ktérej Srednio co 12—-20 reszt glukozowych
wystepuje polaczenie typu glikozydowego 1-6, w wyniku czego
amylopektyna ma strukture rozgaleziona. Amyloza zbudowana
jest z kilkuset lub kilku tysiecy reszt glukozowych (najczesciej
300-2000), a amylopektyna z kilku—kilkunastu tysiecy reszt
(najczesciej 1200—6000). Testem réznicujacym formy skrobi jest
test rozpuszezalno$ci w wodzie w temperaturze 70—80°C, w ta-
kich warunkach rozpuszczeniu ulega tylko amyloza. W bulwach
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ziemniaka okolo 34 skrobi wystepuje w formie amylopektyny,
a tylko ¥4 w formie amylozy. Skrobia powstajaca w tkankach
fotosyntetyzujacych rozkladana jest na drodze fosforolizy przy
udziale fosforylazy a-glukanowej, - i a-amylaz oraz czgsteczki
wody. Kluczowym etapem fosforolizy jest reakcja katalizowana
przez fosforylaze a-glukanowa, ktéra odcina od tancucha skro-
biowego reszte glukozy i przylacza do niej fosforan nieorganicz-
ny. Reakcja prowadzi do utworzenia glukozo-1-fosforanu, ktoéry
wchodzi w dalsze przemiany. Jednocze$nie nastepuje skrocenie
tancucha skrobi o 1 czasteczke glukozy.

Wzrost stezenia cukrow redukujacych w czasie przechowy-
wania warzyw i owocow jest jednym z wazniejszych problemow
przemystu spozywezego. Obecna w tkankach roslinnych oksyda-
za polifenolowa katalizuje hydroksylacje monofenoli do o-dife-
noli, ktére z kolei utlenia do 0-chinonéw. o-chinony spontanicz-
nie kondensuja z wieloma innymi zwigzkami, w tym z cukrami
redukujacymi, w wyniku czego tworzg sie wysokoczasteczkowe
polimery, nadajgce tkankom charakterystyczne brazowe za-
barwienie i powodujace obnizenie waloréw wzrokowych oraz
smakowych.

Poniewaz w przemianach skrobi w cukry niskoczasteczkowe
uczestnicza enzymy zlokalizowane w blonach amyloplastow,
wzrost stezenia cukrow redukujacych jest wynikiem zaburzen
struktur komérkowych. Spadek temperatury, w ktorej prze-
chowywane sg bulwy do 0—-2°C, wywoluje wzrost przepusz-
czalno$ci blon komoérkowych, czego efektem jest przesuniecie
réwnowagi w kierunku tworzenia sie cukréw redukujacych.
Przyczynami szybkiego fizjologicznego starzenia sie ziemnia-
ka sag tez wysoka temperatura w czasie dtugotrwatego przecho-
wywania i znaczna dojrzato$¢ bulw, powodujaca duza inten-
sywno$¢ ich kietkowania. Wywoluje to nieodwracalne zmiany
w skladzie lipidowym blon komoérkowych, w wyniku czego
wzrasta ich przepuszczalno$é, powodujac akumulacje cukrow
redukujacych w organie. Jest to zjawisko tzw. stodkoéci starczej
(ang. senescent sweetening).
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CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

Zapoznanie ze zmianami metabolizmu cukréw i biatek organdw spichrzowych

w zaleznosci od warunkdéw ich przechowywania oraz okreslenie ich przydatnosci
uzytkowe;.

Materiat

bulwy ziemniaka jednego gatunku przechowywane w r6znych
warunkach temperaturowych (chtodnia, temperatura pokojo-
wa, 37°C) i o$wietlenia (ciemno$¢, $wiatto) przez okres jednego
itrzech miesiecy

Doswiadczenie |
Oznaczanie aktywnosci a-amylazy

Zasada metody

a-amylaza hydrolizuje skrobie do produktu niedajgcego reakcji
barwnej z jodem. Skrobie, ktéra ulegla hydrolizie, oznacza sie ko-
lorymetrycznie za pomoca reakeji barwnej z jodem.

Odczynniki

a) odczynnik skrobiowy: 0,5 g skrobi, 1g NaCl i 2 g cytrynia-
nu sodu rozpusci¢ w 80 cm® wody destylowanej i zagoto-
wa¢é (2—3 minuty), po ostygnieciu uzupekic do 100 cm?
woda destylowana

b) odczynnik Gramma: 1,67 g KI rozpusci¢ w niewielkiej
ilo$ci wody destylowanej, doda¢ 0,83 g jodu metaliczne-
g0, nastepnie przenie$¢ do kolby miarowej o pojemnoSci
250 cm?® i uzupekic do 250 cm? woda destylowana

Sprzet laboratoryjny

wiréwka, spektrofotometr, kuwety spektrofotometryczne, cieplar-
ka 37°C, probowki szklane chemiczne, probowki wirownicze, pi-
pety (0,1-10 cm?), gaza, szalki Petriego (duze), néz, drobna tarka
do warzyw
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Wykonanie doswiadczenia

1. Przygotowanie ekstraktu z bulw ziemniaka
Ziemniaki obra¢ (bardzo cienko), optukac pod biezgca
woda i zetrze¢ na tarce. Uzyskana w ten sposo6b pulpe
przesaczy¢ do proboéwek wirowniczych przez poczwor-
ng warstwe gazy. Material odwirowac (5000 x g, 10 min)
w celu usuniecia calych ziaren skrobi. Do dalszych badan
uzywac supernatantu.
2. Oznaczanie aktywnoSci a-amylazy

Oznaczenie przeprowadzi¢ w probowkach chemicznych.
Do 2,5 cm? odczynnika skrobiowego dodac¢ 0,1 cm?® proby
badanej (supernantant) i mieszanine inkubowac 30 minut
w temperaturze 37°C. Natychmiast po zakonczeniu inku-
bacji przeniesé po 0,25 cm?® inkubatu do wezesniej przy-
gotowanych probowek zawierajacych po 9,5 cm?® wody
destylowanej i 0,1 cm® odczynnika Gramma. Obydwa od-
czynniki przed dodaniem inkubatu dobrze wymieszac.
Proba odczynnikowa (kontrola) jest inkubat odczynnika
skrobiowego z woda destylowana zmieszane w identycznej
proporcji jak proby badane i 0,1 cm?® odczynnika Gramma.
Pomiaru absorbancji dokonaé¢ w kuwetach spektrofotome-
trycznych przy dtugosci fali 560 nm wzgledem wody de-
stylowanej w ciggu 5 minut.

Opracowanie wynikow

Do obliczania aktywnosci a-amylazy w jednostkach Wohlgemutha
[j. W.] zastosowaé wzor:

(Abspo - Abspb)

Aktywno$éé [j. W.] = 200
yw [- W] bs X

po

gdzie:

j- W. — jednostka Wohlgemutha, czyli ilo§¢ a-amylazy, ktéra w cza-
sie 30 minut w temperaturze 37°C hydrolizuje 1 mg skrobi,

Abs , — absorbancja proby badanej,

Abs,,, — absorbancja proby odezynnikowej,

200 — stala Wohlgemutha, wspotczynnik przeliczeniowy do uzy-
skania [j. W.].
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Doswiadczenie Il
Oznaczanie stezenia cukréow redukujgcych metodqg Nelsona

Zasada metody

Cukry redukujgce zawarte w probie badanej powoduja w czasie goto-
wania wypadanie z roztworéw zawierajacych miedz dwuwarto$cio-
w3 ceglastego osadu Cu,O. Tlenek miedzi (I) rozpuszcza si¢ w od-
czynniku arseno-molibdenowym, dajac niebieskie zabarwienie.

Odczynniki

a) odczynnik miedziowy I: w 600 cm?® wrzacej wody destylowa-
nej rozpusci¢ 200 g Na,SO,. Oddzielnie w 100 cm?® wody de-
stylowanej rozpuscié¢ 25 g winianu sodowo-potasowego. Oby-
dwa roztwory przenies$c do litrowej kolby, dodac¢ do nich20 g
NaHCO,, 25 g bezwodnego Na,CO, i ostatecznie uzupetni¢ do
1 dm?® woda destylowang. Je§li uzyskany roztwor jest met-
ny, nalezy go przesaczyc¢. Roztwor przechowywac w 37°C

b) odczynnik miedziowy II: 15% roztwér CuSO, x 5H,0 z do-
datkiem 1-2 kropli stgzonego H,SO,

¢) mieszanina odczynnikéw miedziowych Ii IT w stosunku
25:1. Sporzadzi¢ bezposrednio przed uzyciem

d) odczynnik arseno-molibdenowy: w 450 cm?® wody desty-
lowanej rozpusci¢ 25 g molibdenianu amonowego, doda¢
31 cm?® stezonego H,SO,. W 25 cm?® wody destylowanej
rozpusécic 3 g arsenianu sodowego (Na,HAsO, x 7H,0).
Obydwa roztwory zmieszac i inkubowac 24—48 godzin
w temperaturze 37°C (lub ogrzewac przez 25 minut w tem-
peraturze 55°C). Roztwor o z6ltym zabarwieniu przecho-
wywac w ciemnej butelce — odczynnik trwaly

e) 500 mg% roztwor wzorcowy glukozy (wykonac przed roz-
poczeciem oznaczen)

Sprzet laboratoryjny

probowki szklane chemiczne, pipety (0,1-5 cm?®), spektrofotometr,
kuwety spektrofotometryczne

Wykonanie doswiadczenia

Do probéwki dodaé 0,1 cm?® 20-krotnie rozcienczonej proby bada-
nej, 0,4 cm® wody destylowanej i 0,4 cm® odczynnika ¢ (mieszanina
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odczynnikow miedziowych). Zawarto$¢ probowki dokladnie wy-
mieszaé i gotowaé w tazni wodnej przez 20 minut. Po tym czasie
probki schlodzié¢ pod biezaca woda i dodac¢ 0,4 cm?® odczynnika
arseno-molibdenowego oraz 2,8 cm® wody destylowanej. Warto$¢
absorbancji zmierzy¢ w kuwetach spektrofotometrycznych przy
dtugosci fali 660 nm wobec proby kontrolnej wykonanej w ten
sam sposob jak proba badana z uzyciem 0,5 cm?® wody destylowa-
nej. Jednoczeénie z proéba badang wykonaé krzywa kalibracyjna
w zakresie 10—-200 mg% (10, 50, 100, 150 i 200 mg%).

Opracowanie wynikow

Stezenie cukrow redukujacych odezytac z krzywej kalibracyjne;.

UWAGA: Do oznaczenia stezenia glukozy mozna wykorzysta¢ powszechnie
stosowane w laboratoriach analitycznych zestawy odczynnikowe (zgodnie
z metodykq opisang przez producenta).

Doswiadczenie Il
Oznaczanie stezenia biatka metodq biuretowq

Zasada metody

Zawarte w probie badanej biatko wchodzi w reakcje biuretowa ze
skladnikami odczynnika. Odezynnik biuretowy reaguje z wigza-
niami peptydowymi —CO—-NH-, ktore lacza aminokwasy w tan-
cuchu polipeptydowym.

Odczynniki

a) odczynnik biuretowy: 1,5 g CuSO, x 5H,0 i 6 g winianu
sodowo-potasowego rozpusci¢ w 300 cm?® wody destylo-
wanej, nastepnie doda¢ 300 cm®10% NaOH i 2 g KI. Po
dokladnym rozpuszczeniu wszystkich skltadnikoéw uzupel-
nié roztwor woda destylowang do 1000 cm?. Odczynnik
przechowywaé w ciemnej butelce — odczynnik trwatly

b) roztwoér wzorcowy albuminy o stezeniu 10 mg% (wykonac
24 godziny przed uzyciem)
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Sprzet laboratoryjny

probowki szklane, pipety (0,1-5 cm?®), spektrofotometr, kuwety
spektrofotometryczne

Wykonanie doswiadczenia

Do probowki dodaé 0,5 cm?® préby badanej, 0,5 cm?® wody desty-
lowanej i 5 cm® odczynnika biuretowego. Po dokladnym wymie-
szaniu probowki odstawi¢ do ciemnego miejsca na 30 minut. Do-
kladnie po tym czasie zmierzy¢ warto$¢ absorbancji w kuwecie
spektrofotometrycznej przy dtugosci fali 530 nm wobec proby od-
czynnikowej (kontrola) wykonanej identycznie jak proby badane,
ale zawierajacej 1 cm?® wody destylowane;.

Opracowanie wynikow

Warto$c stezenia biatka odczytaé z krzywej wzorcowej wykonanej

dla albuminy w zakresie 1-10 mg% (1, 2, 5, 7110 mg%).
Zinterpretowaé wszystkie uzyskane wyniki dotyczace aktyw-

no$ci a-amylazy, stezenia cukrow redukujacych i biatka.

UWAGA: Do oznaczenia stezenia biatka mozna wykorzystac rowniez
metode Bradford.

Berg J. M., Stryer L., Tymoczko J. L., Gatto G. J., Biochemia,
Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2019.
Kaczkowski J., Podstawy biochemii, Wydawnictwo WNT,

Warszawa 2019.

Klyszejko-Stefanowicz L. (red.), Cwiczenia z biochemii, Wy-
dawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2005.

Kopcewicz J., Lewak S. (red.), Fizjologia roslin, Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa 2019.
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CZESC TEORETYCZNA

Roéliny w §rodowisku naturalnym nieustannie narazone sa na
dzialanie roznego typu stres6w. Terminem stres okresla sie za-
rowno niekorzystny czynnik dzialajacy na organizm, jak i stan
organizmu wywolany dzialaniem tego czynnika. Czynnik
stresowy (stresor) oznacza kazdy bodziec érodowiska, ktory
dzialajac na organizm, moze prowadzi¢ do zaburzen jego funk-
¢ji i struktury. Reakcja stresowa oznacza odpowiedz na ten
bodziec oraz wynikajacy z niej stan dostosowania organizmu.
Stresowe czynniki rodowiska mozna podzieli¢ na abiotyczne
ibiotyczne.

Odpowiedz organizmu na czynnik stresowy obejmuje kolej-
no fazy: alarmu, restytucji i odpornosci; po ustapieniu
czynnika stresowego nastepuje faza regeneracji. W przypad-
ku zbyt wysokiej intensywno$ci stresu pojawia sie faza wy-
czerpania, dochodzi do nieodwracalnych uszkodzen, prowa-
dzacych nawet do $§mierci organizmu. Odpowiedz na czynnik
stresowy moze by¢ lokalna (w miejscu dzialania stresora) lub
systemiczna, gdy sygnal z miejsca dzialania stresora roz-
przestrzenia sie i prowadzi do zwiekszenia odpornosci calego
organizmu. Dostosowanie sie roslin do stresowych czynnikow
srodowiska moze zachodzi¢ w wyniku adaptacji, czyli proce-
séw odbywajacych sie w toku ewolucji, zabiegdéw hodowlanych
— powodujacych trwale zmiany w genomie, lub w wyniku akli-
matyzacji, polegajacej na niedziedzicznych zmianach struk-
tury i funkcji, ktore ograniczaja niekorzystne skutki dzialania
stresu. Reakcja stresowa moze by¢ specyficzna dla streso-
ra lub niespecyficzna, gdy odpowiedzi na rézne stresory sa
podobne.

Na poziomie komoérkowym wiekszo$éé czynnikow streso-
wych oddzialuje na wiele waznych proceséw metabolicznych
ro$lin, takich jak fotosynteza i oddychanie mitochondrialne.
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W konsekwencji moze doj$¢ do ograniczenia wzrostu i plonowa-
nia, a nawet do $mierci rosliny. Zaburzenie proceséw oddecho-
wych komorki prowadzi zar6wno do obnizenia podazy energii,
jak i wzmozonego generowania reaktywnych form tlenu i stre-
su oksydacyjnego. W efekcie tych zmian dochodzi do zaburzen
metabolizmu i uszkodzen obnizajacych zywotno$¢ komorek. Za-
burzenie proces6w oddechowych komorki jest niespecyficzna
reakcja na czynniki stresowe.

CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

Zbadanie reakcji komdérek roslinnych (korzeni siewek) na abiotyczne
czynniki stresowe: zasolenie - NaCl, metal ciezki - Cd?*, chtod

- temperatura 8°C, ksenobiotyk organiczny - fenol,
przeprowadzone na podstawie testu Zywotnosci komoérek.

Zasada metody

W obecnoéci zywych komorek bezbarwny w stanie utlenionym
chlorek 2,3,5-trifenylotetrazoliowy (TTC) (por. rozdzial XII)
staje sie akceptorem elektron6w pochodzacych z lancu-
cha transportu elektrondéw w mitochondriach (uwolnionych
z NADP, glownie przez dehydrogenazy kompleksu I). Przyla-
czenie elektronéow do TTC prowadzi do powstania inicjalnego
produktu redukeji TTC, ktory jest niestabilny i moze szybko
ulec ponownemu utlenieniu przez tlen czgsteczkowy (O,). For-
mowanie stabilnego produktu redukeji TTC, czyli nierozpusz-
czalnego, czerwonego trifenyloformazanu (TTC-H), uwarun-
kowane jest prawidlowa aktywno$cia kompleksu IV lancucha
oddechowego, czyli oksydazy cytochromowej (tzw. oksydaza
terminalna), ktéra warunkuje Srodowisko anaerobowe dzieki
czteroelektronowej redukcji O, do wody. Zywotnoéé komoérek
poddanych dzialaniu stresu abiotycznego ocenia sie w oparciu
o formowanie barwnego TTC-H, ktore zalezy od prawidlowe-
go funkcjonowania mitochondrialnego taficucha transportu
elektronow.

170



Rozdziat XV. Test tolerancji komérek roslinnych na abiotyczne czynniki stresowe I

Materiat

trzydniowe kultury hydroponiczne pszenicy zwyczajnej hodowa-
ne w 300 cm? pozywki ¥4 Hoagland (por. zalacznik 3), na $wietle,
w temperaturze 24°C

Sposéb wywotania stresu

1. Rosliny pszenicy przenie$é do 300 cm?® §wiezej pozywki
Y4 Hoagland, zawierajacej:
a) NaCl 100 mM - stres solny,
b) CdCl, 100 uM - stres wywolany przez metal cigzki,
c) Fenol 100 uM - stres wywolany przez ksenobiotyk
organiczny.
2. Roéliny pszenicy przenie$¢ do 300 cm?® Swiezej pozywki
Y4 Hoagland i umiesci¢ kultury w chlodni w temperatu-
rze 8°C (pozostawic zapalone §wiatlo!) — stres chlodu.
Kontrole stanowia kultury hydroponiczne przeniesione do
300 cm?® $wiezej pozywki Y4 Hoagland niepoddane dziataniu po-
wyzszych stresorow.
Na kazdy wariant przygotowaé dwie niezalezne préby po 15 ro-
§lin, w czasie siedmiodniowej hodowli dwukrotnie wymienié po-
zywki na §wiezo przygotowane zgodnie z opisem powyzej.

Odczynniki

a) pozywka ¥4 Hoagland (por. zalacznik 3)

b) NaCl, CdCl,, fenol

¢) bufor do plukania (P): 350 cm?® 50 mM buforu fosforano-
wego pH 7,4 z dodatkiem 12 kropli detergentu Tween 20

d) bufor inkubacyjny (I): 150 cm?® 50 mM buforu fosforano-
wego pH 7,4 z dodatkiem 3 kropli detergentu Tween 20
110 mM chlorku 2,3,5-trifenylotetrazoliowego (TTC)

e) 96% C,H,OH

Sprzet laboratoryjny

naczynia 500 cm?® do hydroponicznej hodowli pszenicy, skalpele,
pesety, gaza, bibula, lignina, 10 schtodzonych mozdzierzy porce-
lanowych, bagietki, pipety (1-10 cm?), cylinder miarowy 25 cm?,
10 zlewek 50 cm?, 10 probowek szklanych, 10 lejkéw, waga labo-
ratoryjna, minutnik, cieplarka (25°C), wiréwka, spektrofoto-
metr, kuwety spektrofotometryczne, 10 probéwek z korkiem typu
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Falcon (15-25 cm?), 10 probéwek wirowniczych bez korka 10 cm?,
statywy do probéwek, markery

Wykonanie doswiadczenia

I.A. PRZYGOTOWANIE MATERIALU

1. Wiazki korzeni z poszczegbdlnych wariantow umieécié
w zlewkach o pojemnoéci 50 cm? i dwukrotnie przeplukaé
buforem — korzenie zala¢ 15 cm?® buforu P, delikatnie kilku-
krotnie przemiesza¢ bagietka, wylac bufor ze zlewki, czyn-
nos$¢ ptukania powtorzy¢. Przeptukane wigzki korzeni prze-
nie$¢ za pomoca pesety na bibule, delikatnie osuszy¢.

2. Przygotowac 5 par probowek z korkiem, pary probowek
opisa¢ odpowiednio nazwa czynnika stresowego (NaCl,
CdCl,, fenol, cht6d) i ,kontrola” (material niepoddany
dzialaniu stresu).

3. Postugujac sie skalpelem i peseta, pobrac i odwazyc dwie
porcje po 200 mg korzeni z kazdego wariantu. Material
przenie$¢ do odpowiednio opisanych probéwek.

I.B. WYKONANIE OZNACZENIA

1. Nastawienie inkubacji: fragmenty korzeni zala¢ 10 cm?®
buforu I, probowki zakrecié korkiem, przez chwile wy-
trzasaé, zapewniajac dokladne zanurzenie materiatu
w buforze.

2. Inkubacja: probowki umiescic w cieplarce o temperaturze
25°Cnalgodzine. W czasie inkubacji co 15 minut wytrza-
snac zawartoS¢ probowek.

3. Po uplywie 1 godziny inkubacji dokladnie odsaczyé bufor
I od korzeni, postugujac sie lejkami z warstwa gazy.

4. Ekstrakcja barwnego formazanu (TTC-H) z korzeni:

a) odsaczone korzenie przeniesc pesete z gazy do schlo-
dzonego mozdzierza i zala¢ 5 cm® 96% C,H,OH;

b) korzenie dokladnie zhomogenizowac¢, homogenaty
przelaé do opisanych probéwek wirowniczych, moz-
dzierz dodatkowo przeptukac 2 cm?® 96% C,H,OH i do-
taczy¢ do glownej puli homogenatu;

¢) homogenaty odwirowac (20 000 x g, 10 min), superna-
tanty zlac do opisanych szklanych probowek;
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d) zmierzy¢ absorbancje etanolowych ekstraktow forma-
zanu wszystkich prob w kuwetach spektrofotometrycz-
nych na spektrofotometrze przy dlugosci fali 485 nm
wzgledem 96% C,H,OH. Wyniki ($redni pomiar
z 2 prob z kazdego wariantu) wpisa¢ do tabeli 15.1.

Opracowanie wynikow

Okresli¢ zywotno$¢ komoérek poddanych dziataniu abiotycz-
nych czynnikéw stresowych jako % kontroli, przyjmujac za 100%
warto$¢ absorbancji A, korzeni kontrolnych. Wyniki zebra¢

w tabeli 15.1.
Wariant hodowli A Zywotnoéé [% kontroli] Tabela 15.1. Wptyw
stresu abiotycznego na
Kontrola 100 7ywotnos¢ komorek
NaCl roslinnych
cdcl,
Fenol
Chiod

Wyciagnaé wnioski dotyczace wpltywu zastosowanych czyn-
nikéw stresowych na zywotno$c komoérek ro§linnych. W oparciu
o dane literaturowe wyjasni¢ negatywny skutek dzialania bada-
nych czynnikéw stresowych na procesy oddechowe i zywotnoéé
komorek.

Kopcewicz J., Lewak S. (red.), Fizjologia roslin, Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa 2019.
Kozlowska M. (red.), Fizjologia roslin. Od teorii do nauk sto-

sowanych, PWRIL, Warszawa 2007.

Szweykowska A., Fizjologia roslin, Wydawnictwo UAM, Po-
znan 2002.

WozZny A., Przybyl K. (red.), Komorki roslinne w warunkach
stresu, t. 1: Komorki in vivo, Wydawnictwo UAM, Poznah
2004.
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CZESC TEORETYCZNA

Stresy wywolane dzialaniem metali Sladowych na roéliny i za-
solenie gleb na obszarach rolniczych stanowia istotny problem
w warunkach cywilizacji przemystowej. W rezultacie dzialania
stresow abiotycznych nastepuja zmiany w fizjologii i budo-
wie komoérek roslinnych oraz zahamowanie wzrostu, a na-
wet $mier¢ roslin. Toksyczne dzialanie metali Sladowych
(Cd, Cr, Cu, Hg, Pb, Zn, Co, Ni, Al) wiaze sie z blokowaniem grup
funkcyjnych w bialtkach i zastepowaniem przez metale §ladowe
wlasciwych metali w bioczasteczkach (np. kofaktoréw w biatkach
enzymatycznych), co prowadzi do ich unieczynnienia. Stres sol-
ny ogranicza dostepno$¢ wody dla rosliny i zaburza gospodarke
jonowa. Wspdlnym efektem dzialania stresow abiotycznych na
roSliny jest stres oksydacyjny, polegajacy na zachwianiu réw-
nowagi miedzy powstawaniem reaktywnych form tlenu, do
ktorych naleza m.in. anionorodnik ponadtlenkowy (O,), rodnik
hydroksylowy (OH) i nadtlenek wodoru (H,0,), a ich unieszko-
dliwianiem (por. rozdzial XVII). W reakcjach obronnych roélin
na zasolenie i toksyczne dzialanie metali Sladowych uczestnicza
peroksydazy redukujace H,0,.

Peroksydazy (EC 1.11.1.1-14) nalezg do oksydoreduktaz ka-
talizujacych utlenianie nadtlenkiem wodoru substratéw orga-
nicznych lub nieorganicznych. Wystepuja we wszystkich organi-
zmach zywych. Peroksydazy ro$lin wyzszych sa glikoproteinami,
ich grupe prostetyczng stanowi kofaktor hemowy. Ze wzgledu
na pochodzenie i ulozenie aminokwaséw w strukturze enzymu
peroksydazy ro$lin wyzszych sa glownie klasyfikowane jako pe-
roksydazy klasy III. Wérod roslin bogatym zrédlem tych en-
zymoOw sa chrzan i ziemniak. Peroksydaza wyizolowana z korzeni
chrzanu jest powszechnie wykorzystywana do celow komercyj-
nych (np. w testach biomedycznych ELISA, w zestawach do ozna-
czania cholesterolu i glukozy).
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Peroksydazy katalizuja utlenianie fenoli, amin aromatycz-
nych i indoli w obecnoéci H,0, wedlug nastepujacej reakeji:

H,0,+AH, <~ 2H,0+A

gdzie AH, i A to odpowiednio substrat w stanie zredukowanym
i utleniony produkt reakeji.

Produkty reakcji katalizowanej przez peroksydazy sa barwne
lub wykazuja fluorescencje, co stanowi podstawe metod wykry-
wania aktywnosci tych enzymow.

Peroksydazy odgrywaja role w procesach wzrostu i roz-
woju roélin, np. w kietkowaniu nasion, dojrzewaniu owocow, opa-
daniu liéci, starzeniu, zabliZnianiu ran. Biora udzial w biosyntezie
etylenu, utlenianiu kwasu indolilo-3-octowego i lignifikacji Sciany
komorkowej. Ich aktywnos$¢ szybko wzrasta u roslin narazonych
na dzialanie stresu abiotycznego (np. zasolenie, zranienie, niska
temperatura) oraz po ataku mikroorganizméw patogenicznych
i owadow. Dlatego peroksydazy sa uznawane za jeden z marke-
row stresu u roélin. Ich udzial w obronie roslin przed stre-
sem zwigzany jest z regulacja stezenia H,0,, ktory genero-
wany w nadmiarze w warunkach stresu moze dziala¢ szkodliwie,
ale w nizszym stezeniu peklni funkcje sygnalowa i jest mediatorem
wielu reakeji obronnych i ekspresji genéw odpowiedzi na stres.
Ponadto peroksydazy uczestnicza w przemianach zwiaz-
koéw fenolowych i powstawaniu metabolitow bioracych udziat
w obronie przed stresem.

CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia
Okreslenie aktywnosci peroksydazy w siewkach pszenicy poddanych
dziataniu stresu solnego (NaCl) i metali sladowych (Cu?).

Zasada metody

Oznaczenie aktywno$ci peroksydazy polega na okreSleniu w mie-
szaninie inkubacyjnej zawarto$ci tetragwajakolu powstalego
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podczas utleniania gwajakolu (o-metoksyfenol) przez peroksy-
daze w obecnosci H,0, wedlug reakcji:

gwajakol + H,0, — tetragwajakol + H,O

Tetragwajakol o czerwono-brunatnej barwie oznacza sie przez
pomiar absorbancji przy dtugosci fali 470 nm, w temperaturze
25°C. Reakcje przeprowadza sie przez 4 minuty ze wzgledu na
szybkie wyczerpywanie si¢ H,O,.

Materiat

dwutygodniowe siewki pszenicy uprawiane w warunkach optymal-
nej wilgotnosci, temperatury i oéwietlenia w doniczkach z ziemia
ogrodnicza, potraktowane doglebowo roztworem NaCl o stezeniu
50 mM lub CuSO, o stezeniu 500 uM; do analizy pobierane sg ko-
rzenie i li$cie siewek po 2 dniach od traktowania; materiat kontrolny
stanowig te same czeéci roélin uzyskane z roslin nietraktowanych

Odczynniki

50 mM bufor octanowy pH 5,6, 20 mM gwajakol, 60 mM H,0,,
50 mM bufor fosforanowy pH 7,0, bufor do homogenizacji o skta-
dzie: 1 M NaCl w 50 mM buforze fosforanowym pH 7,0

Sprzet laboratoryjny

30 probowek szklanych, pipety (0,1-10 cm?), 6 schtodzonych moz-
dzierzy, probowki wirownicze 10 cm?, stoper, kuwety do spek-
trofotometru, wir6wka z chlodzeniem, spektrofotometr, waga
laboratoryjna

Doswiadczenie |
Oznaczenie aktywnosci peroksydazy wobec gwajakolu

I.A. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTU ENZYMATYCZNEGO

Zwazy¢ po 1glisciipo 1 g korzeni z roslin kontrolnych oraz trakto-
wanych NaCli CuSO, (6 x 1g). Korzenie przed wazeniem delikatnie
optukaé woda destylowanag i osuszyé za pomoca bibuty. Kazda pro-
be homogenizowaé osobno w schtodzonych mozdzierzach w 5 cm?®
buforu do homogenizacji. Proby odwirowaé (10 000 x g, 15 min).

179



Przewodnik do ¢wiczen z fizjologii roslin I

Otrzymany supernatant (ekstrakt enzymatyczny) zla¢ do 6 probo-
wek umieszczonych w jednym rzedzie w statywie, osad odrzucic.

I.B. WYKONANIE OZNACZENIA AKTYWNOSCI PEROKSYDAZY
W 6 probowkach umieszczonych w drugim rzedzie statywu
z probowkami z ekstraktem przygotowaé 10-krotne rozciencze-
nie wyjSciowych ekstraktow enzymatycznych w 50 mM buforze

fosforanowym pH 7,0 i wykorzystaé je do oznaczenia aktywno$ci
peroksydazy. Przygotowaé 12 probowek, odpowiednio 6 do ozna-
czenia prob badanych i 6 do oznaczenia prob odnosnikowych.
Oznaczenie przeprowadzi¢ w sposob opisany w tabeli 16.1.

Tabela 16.1.
Oznaczanie
aktywnosci
peroksydazy wobec
gwajakolu

Odezynnik Dodawane objeto$ci [cm?®]
Préba badana Proba odnos$nikowa
Ekstrakt enzymatyczny 05 05
(10-krotnie rozcienczony) ’ ’
50 mM bufor octanowy pH 5,6 0,5 1,0
20 mM gwajakol 0,5 0,5
60 mM H,0, 0,5 -

1. Proby zamieszac i natychmiast wigczy¢ stoper (H, O, inicjuje reakcje, dodawac na koncu).
2.Po 4 minutach oznaczy¢ absorbancje prob przy dlugosci fali 470 nm wzgledem
50 mM buforu octanowego pH 5,6.

Oznaczenie wykonaé¢ dwukrotnie dla kazdego ekstraktu,

a uSrednione wyniki wpisaé do tabeli 16.2.

Tabela 16.2. Aktyw-

nos¢ peroksydazy
w siewkach pszenicy

traktowanych NaCl

i CuSO,
Wartosé Wartosé >
. . Aktywnosé y
absorbancji | absorbancji . Aktywnosé
. , , obliczona ze
Wariant proby proby Wzorl peroksydazy
badanej odno$nikowej [umol min- cm-?] [Ugté. m.]
[A,,min"] | [A, min?] |
lis¢
Kontrola "
korzen
ligé
NaCl ;
korzen
CuSO lis¢
u
* | korzen
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Opracowanie wynikéw

Aktywnos$¢ peroksydazy okreéli¢ w jednostkach [U] w przelicze-
niu na 1 g $wiezej masy lisci lub korzeni. Za jednostke aktyw-
noéci peroksydazy przyjac taka iloéc katalityczng enzymu, ktéra
w ciagu 1 minuty (w powyzej opisanych warunkach oznaczenia)
powoduje powstanie 1 umola tetragwajakolu. Ilo$¢ tetragwajakolu
mozna obliczy¢ na podstawie warto$ci milimolowego wspolczyn-
nika absorpcji dla tetragwajakolu (€ =26,6 mM~ cm™).

Aktywno$c¢ peroksydazy [umol min~! cm~?] obliczy¢, korzysta-
jac ze wzoru:

(A, —A,)xV xR

exIXV,

gdzie:

A, — absorbancja proby badanej [A min™'],

A, —absorbancja proby odnos$nikowej [A min],

V — objetos¢ catkowita (2 cm?),

R —rozcienczenie (10x),

e — milimolowy wspolczynnik absorpcji dla tetragwajakolu
(e=26,6 mM'cm™),

1 — grubo$é warstwy roztworu (1 cm),

Vs — objeto$¢ rozcienczonego supernatantu do oznaczenia (0,5 cm®).

Aktywno$¢ peroksydazy podaé w przeliczeniu na 1 g tkanki
[Ug's.m)]

Zapisa¢ wnioski dotyczace:
1) zmiany aktywnoSci peroksydazy pod wplywem abiotycz-
nych czynnikéw stresowych,
2) poréwnania reakcji na stres abiotyczny w zaleznoSci od
organu roéliny i czynnika stresowego.
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CZESC TEORETYCZNA

Reaktywne formy tlenu (RFT) powstaja na skutek niecalko-
witej, czyli jedno-, dwu- lub tréjelektronowej redukeji czasteczki
tlenu, a takze w wyniku wzbudzenia czgsteczki tlenu, prowa-
dzacego do przegrupowania elektronéw. Catkowita redukcja cza-
steczki tlenu, prowadzgca do powstania dwoch czasteczek H,O,
wymaga przylgczenia czterech elektronéw i czterech protonow.
Do RFT nalezg:

1) anionorodnik ponadtlenkowy (O, ) — produkt jednoelek-

tronowej redukeji tlenu:

0,+e -0,

2) rodnik wodoronadtlenkowy (HO, ) — produkt przylacze-
nia w roztworze wodnym protonu przez anionorodnik po-
nadtlenkowy:

0, + H" — HO,

3) nadtlenek wodoru (H,0,) — produkt przytgczenia kolej-
nego elektronu do anionorodnika ponadtlenkowego lub
dwoch elektronéw do czasteczki tlenu:

O,+2e +2H > H, 0,0, +e +2H"

4) rodnik hydroksylowy (OH) — produkt przylaczenia trzech
elektronow do czasteczki tlenu:

HO + O'_ jony metali ziem przej$ciowych np. Fe, Cu"OH + OH7 +0
272 2 > 2

Reakcja ta, katalizowana przez jony metali ziem przej-
Sciowych, okreslana jest jako reakcja Habera-Weissa.
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5) tlen singletowy (‘O,), powstajacy w wyniku wzbudzenia
czasteczki tlenu, czyli dostarczenia energii umozliwiaja-
cej przegrupowanie i sparowanie elektronow w czastecz-
ce tlenu.

Glownym zroédlem RFT w komoérkach aerobowych jest trans-
port elektronéw w mitochondriach. U roélin waznym zrédlem
RFT jest proces fotosyntezy, w ktorym podobnie jak w mito-
chondriach dochodzi do ,przeciekania” elektronow z fotosyn-
tetycznego tancucha transportu elektrondéw, co prowadzi do
powstania O, . Nadtlenek wodoru (H,0,) powstaje glownie w pe-
roksysomach w procesie fotooddychania i -oksydacji kwasow
thuszczowych.

RFT sa bardziej reaktywne niz czasteczka tlenu w stanie pod-
stawowym, czyli sa zdolne do nieselektywnej reakcji z wieksza
liczba substancji znacznie szybciej niz tlen czasteczkowy. RFT
uwazane s za czynniki powodujace uszkodzenia oksydacyjne
bialek, peroksydacje lipidow i mutageneze.

Powstawanie RFT jest zjawiskiem fizjologicznym zwiaza-
nym z metabolizmem tlenowym, ale w nastepstwie dzialania na
komorki czynnikow stresowych dochodzi do wzmozonego ge-
nerowania RFT, co moze prowadzi¢ do stresu oksydacyjnego.
Powstawaniu i negatywnym skutkom stresu oksydacyjnego za-
pobiega system antyoksydacyjny, ktory tworza wspoldzia-
lajace ze soba antyoksydanty enzymatyczne i nieenzy-
matyczne. Antyoksydanty nieenzymatyczne to zwiazki, ktore
dzialajac w malych stezeniach w poréwnaniu z substancja ule-
gajaca utlenieniu, op6zniaja badz hamuja utlenianie tej substan-
cji. Efektywnos$¢ dzialania systemu nieenzymatycznego mozna
okresli¢ poprzez pomiar calkowitej zdolnos$ci antyoksyda-
cyjnej (CZA) materiatu biologicznego. CZA jest to wypadkowa
zdolno$¢ badanego materialu do przeciwdzialania okreslonej re-
akcji utleniania. Pomiar CZA nie dostarcza informacji, z jakimi
antyoksydantami mamy do czynienia.

Rosliny uzytkowe sa waznym zrodlem antyoksydantéw ni-
skoczasteczkowych, do ktorych naleza:

1) zwiazki fenolowe: witamina E (tokoferole, np. a-tokofe-
rol i tokotrienole), flawonoidy (np. rutyna), antocyjany,
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kwasy fenolowe (np. kwas kawowy), chalkony (np.
floretyna);
2) zwiazki zawierajace azot: alkaloidy (np. kofeina), betala-
iny, pochodne chlorofilu, aminokwasy i aminy;
3) karotenoidy;
4) witamina C (kwas askorbinowy);
5) peptydy (np. glutation).
Badania epidemiologiczne wykazaly, ze dieta bogata
w owoce i warzywa oraz w produkty pochodzenia roslinnego
znaczaco redukuje czestotliwo$¢ wystepowania choréb prze-
wleklych, takich jak: miazdzyca tetnic, zaéma, nowotwory,
cukrzyca, reumatoidalne zapalenie stawoéw, choroby neuro-
logiczne, autoimmunizacyjne, u ktorych podloza lezy stres
oksydacyjny.

CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia
Poréwnanie catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej (CZA)
produktéw spozywczych pochodzenia roslinnego.

Zasada metody

Metoda oparta jest na pomiarze zdolnoéci redukeyjnej antyoksy-
dantow. Zwigzek bedacy antyoksydantem, reagujac z RFT, ule-
ga utlenieniu, czyli jest reduktorem. W mieszaninie reakcyjnej
obecny jest heksacyjanozelazian (III) potasu — K,[Fe(CN),]) oraz
FeCl,. Dodanie do tej mieszaniny zwigzku o wtasciwoSciach re-
dukeyjnych powoduje redukcje Fe(CN),*~ do Fe(CN),*~. Powstaly
jon szeSciocyjanozelazianowy tworzy z Fe®* niebieski heksacy-
janozelazian (IT) zelaza (III) - Fe [Fe(CN),],, tzw. biekit pru-
ski, powodujac wzrost absorbancji mierzonej przy dlugoéci fali
593 nm. Przyrost absorbancji jest proporcjonalny do zawartoSci
antyoksydantoéw w prdbie.

K,[Fe(CN),] + reduktor — K,[Fe(CN),] + FeCl,— Fe [Fe(CN),], + utleniony reduktor
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Materiat

a) susz, np. herbata czarna, czerwona, zielona, biala, turku-
sowa, yerba mate (ostrokrzew paragwajski), rooibos (czer-
wonokrzew), susz owocowy, ziotowy

b) soki z warzyw, np. z pomidoréw, marchwi, burakéow,
w tym przygotowane metoda ,,domow3g”

¢) soki z owocow, np. z jabtek, pomaranczy, wisni, porzeczek,
w tym przygotowane metoda ,,domow3g”

d) napoje alkoholowe, np. wino biale, czerwone, piwo jasne,
ciemne, karmi, gin, nalewki lub wina owocowe przygoto-
wane metodg ,domowg”

e) kawa rozpuszczalna, naturalna zielona i palona, zbozowa

Odczynniki

1 mM Troloks (syntetyczny analog tokoferolu rozpuszczalny
w wodzie) w etanolu, 96% C,H,OH, 1% zelazicyjanek potasu
(K,[Fe(CN),], 2% FeCl,, 0,2 M bufor octanowy pH 3,6

Sprzet laboratoryjny

bagietki, pipety (0,01-5 cm?), zlewki 100 cm?, cylinder miarowy
100 cm?, probowki szklane krotkie, kuwety spektrofotometryczne
1 em z przykrywka, spektrofotometr, waga laboratoryjna, minut-
nik, czajnik elektryczny, lignina, markery

Wykonanie doswiadczenia

1. Przygotowanie ekstraktéw z produktéw suchych
Odwazy¢ po 0,5 g suchego materiatu roslinnego, przenie$c
do zlewek o pojemnosci 100 cm? i zala¢ 55 cm?® wrzacej
wody. Odstawi¢ do oziebienia, w tym czasie kilkukrotnie
zamieszac bagietka.
2. Pomiar catkowitej zdolnoSci antyoksydacyjnej CZA
a) W statywie przygotowac zestaw par probowek w licz-
bie odpowiadajacej liczbie badanych materiatow
+ 2 dla préby odczynnikowej + 2 dla proby wzorcowej
+ 1 dla préby odnoénikowe;.

b) Do probowek dodaé 2,5 cm?® buforu octanowego, sta-
tyw przenie$¢ na stanowisko pomiarowe przy spektro-
fotometrze.
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¢) Przygotowywaé proby w nastepujacej kolejnosci: proba
odnosnikowa, odczynnikowa, wzorcowa i badana bez-
poérednio przed wykonaniem oznaczenia.
Proba odnosnikowa: do buforu octanowego do-
da¢ 0,02 cm® 96% C,H_OH, wymiesza¢, przelat
do kuwety pomiarowej, wyzerowa¢ spektrofotometr

(A =593 nm). Tabela 17.1.
2 4 : : Oznaczanie
Pozgsta}e proéby przygotowacé kolejno wedlug opisu catkowiie] zdolnoéd
w tabeli 17.1. antyoksydacyjnej CZA
Dodawane objetosSci [cm?]
Odczynnik Proba Proba Proba
odczynnikowa wzorcowa badana

0,2 M bufor octanowy 2,5 2,5 2,5
K,[Fe(CN),] 0,25 0,25 0,25
FeCl, 0,25 0,25 0,25
1. Wymieszac, pobra¢ pipeta 0,75 cm? do kuwety spektrofotometrycznej, zmierzy¢ ab-
sorbancje A, w czasie t,
2. Kuwete wyja¢ ze spektrofotometru i do mieszaniny odezynnikéw dodac:
96% C,H,OH 0,02 - -
1 mM Troloks - 0,02 -
Produkt lub ekstrakt - - 0,02

1. Natychmiast wlaczy¢ stoper — reakcja sie rozpoczyna,
2. Kuwete szybko zakry¢ i wymieszaé zawarto$c,
3. Mierzy¢ absorbancje A_,, co 15 sekund w czasie 3 minut.

Absorbancje wszystkich prob oznaczyé wobec proby odnosnikowej o sktadzie:
2,5 cm? 0,2 M buforu octanowego pH 3,6 + 0,02 cm? 96% C,H,OH

Pomiar dla wszystkich prob wykonaé dwukrotnie, poli-
czy¢ $rednie warto$ci absorbancji w poszezeg6lnych punktach
pomiarowych.

Opracowanie wynikéw

1. Wykresli¢ krzywe A = {(t) dla proby odczynnikowej, wzor-
cowego roztworu Troloksu i prob badanych.

2. Obliczy¢ warto$ci AA = At — At dla proby odczynni-
kowej (AA,), wzorcowego roztworu Troloksu (AA, ) i prob
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badanych (AA,). W oparciu o uzyskane warto$ci obliczy¢
CZA badanych produktéw w przeliczeniu na jednoelektro-
nowe rownowazniki Troloksu. Obliczy¢, jakiemu stezeniu
Troloksu [mg] odpowiada CZA 1 cm?® badanego produk-
tu lub ekstraktu produktu spozywczego, korzystajac ze
wzoru:

Ay —MAy L 077

AA, —AA, 0,02

CZA,[mg TrE cm *]=2x

gdzie:

CZA, — calkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna 1 cm?® produktu lub
ekstraktu z produktu spozywczego w przeliczeniu na 1 mg jedno-
elektronowych rownowaznikéw Troloksu (ang. Trolox Equival-
ents, TrE),

2 — wspolezynnik dla przeliczenia na jednoelektronowe réwno-
wazniki Troloksu,

0,77 — objeto$é mieszaniny reakcyjnej (0,75 + 0,02 cm?),

0,02 — objeto$¢ proby badanej w mieszaninie reakcyjnej [cm?],
C. — masa Troloksu dodanego do mieszaniny reakcyjnej

Tr

= 0,005 mg.

Wyniki przedstawi¢ w tabeli 17.2.

Produkt spozywczy AA = At — At CZA
pochodzenia roslinnego B 180 0| [mgTrE cm produktu/ekstraktu]
Material 1
Material 2
Materiat ...

3. Poréwnujac wykresy i warto$ci CZA uzyskane dla po-
szczeg6lnych produktow, wyciagnaé wnioski dotyczace
calkowitej zdolnoSci antyoksydacyjnej produktow spo-
zywezych pochodzenia roslinnego. Na podstawie danych
literaturowych zasugerowac zalezno$é pomiedzy poten-
cjalem antyoksydacyjnym a typem metabolitow wtor-
nych obecnych lub dominujgcych w badanym produkcie
ro§linnym.
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CZESC TEORETYCZNA

Kwas askorbinowy (C,H,O,) pod wzgledem chemicznym jest
y-laktonem kwasu 2,3-dehydro-L-gulonowego i powstaje w wy-
niku przemian zwiazkow cukrowych. U roélin istnieja dwie gtow-
ne drogi biosyntezy kwasu askorbinowego: z glukozy i z galak-
tozy. Dzialanie fizjologiczne kwasu L-askorbinowego wigze sie
z ugrupowaniem endiolowym, ktérego obecno$¢ warun-
kuje wlasciwosci redukujace tego zwiazku i jego charakter
kwasowy:

— G=0CG—
| |

OH OH

Kwas L-askorbinowy ma zdolnos¢ do odwracalnego utleniania
iredukcji (por. rysunek 18.1). Dzieki temu kwas L-askorbinowy to
gléwny antyoksydant nieenzymatyczny Srodowiska wod-
nego komorki, chroniacy je przed skutkami stresu oksydacyjne-
go. Wspoldziala takze z antyoksydantami lipofilowymi komorek,
w tym tokoferolami i karotenoidami.

Formy zredukowana — kwas L-askorbinowy (AA), i utle-
niona — kwas L-dehydroaskorbinowy (DHA) (C,H,O,), two-
rza uklad oksydoredukcyjny, w ktorym kwas L-askorbinowy
jest utleniany (nieenzymatycznie lub enzymatycznie) do aniono-
rodnika askorbylowego i dalej do monodehydro- i dehydroaskor-
binianu, a ten jest regenerowany do formy zredukowanej na dro-
dze enzymatycznej przy udziale zaleznej od glutationu reduktazy
dehydroaskorbinianowe;j.
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HO_ _CHOH HO, CHOH
~H ~H
O DOH 2¢ O
O _" O
DH 426 H
HO OH O O
AA DHA

Kwas askorbinowy odgrywa role regulacyjna w pro-
cesach wzrostu, réznicowania i w metabolizmie komorek roslin-
nych. Pelni réwniez funkcje kofaktora enzymow uczestniczacych
np. w cyklu ksantofilowym, biosyntezie giberelin, katabolizmie
glukozynolanéw (hydroliza do bioaktywnych pochodnych), bio-
syntezie etylenu, biosyntezie ekstensyny, metabolizmie tyrozy-
ny, syntezie NAD(P)H i ATP.

Kwas askorbinowy jako zwiazek chemiczny wystepuje w for-
mie bezbarwnych krysztalow o temperaturze topienia 190—
192°C, kwasnym smaku, bez zapachu. W postaci krystalicz-
nej jest stosunkowo trwaly, natomiast w roztworach wodnych
tatwo ulega oksydatywnej degradacji pod wplywem szeregu
czynnikow, takich jak: wysoka temperatura, pH > 6, obecnos$é¢
tlenu i jon6w metali ziem przejSciowych (np. miedz, zelazo),
Swiatlo, UV. Pod wplywem wymienionych czynnikéw AA utle-
nia sie do DHA, a ten dalej ulega nieodwracalnej hydrolizie do
kwasu 2,3-diokso-L-gulonowego, ktéry nie wykazuje aktyw-
noéci biologicznej. Kolejne etapy katabolizmu to przeksztalce-
nie kwasu 2,3-diokso-L-gulonowego do kwasu szczawiowego
i treonowego.

Dla ludzi i niektérych zwierzat, takich jak malpy, owocozerne
nietoperze, kawia domowa, ktore nie maja zdolnosci do biosynte-
zy tego zwigzku, AA i DHA jest witaming C i musi by¢ przyjmo-
wany z pozywieniem. Zrodtem witaminy C sa gléwnie produkty
roélinne.

196

Rysunek 18.1. Kwas
-askorbinowy (AA)

i 1-dehydroaskorbinowy
(DHA) jako formy
zredukowana i utleniona
witaminy C



Rozdziat XVIII. Zawarto$¢ kwasu askorbinowego (witaminy C) w warzywach i owocach I

CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

1. Analiza wptywu proceséw przetwarzania zywnosci na zawartosc
formy zredukowanej (kwas 1-askorbinowy, AA) i utlenionej (kwas
1-dehydroaskorbinowy, DHA) witaminy C w wybranych produktach
pochodzenia roslinnego.

2. Poréwnanie catkowitej zawartosci kwasu 1-askorbinowego (AA)
w wybranych swiezych i przetworzonych produktach pochodzenia
roslinnego.

Doswiadczenie |
Analiza jakosciowa kwasu askorbinowego i dehydroaskorbinowego
metodq chromatografii cienkowarstwowej (TLC)

Zasada metody

Analiza jako$ciowa form kwasu askorbinowego za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej (TLC): identyfikacja AA
i DHA obecnych w badanych ekstraktach na podstawie po-
rOwnania zabarwienia w §wietle UV (254 nm) i wspolezynni-
kow przesuniecia (R,) ich plam na chromatogramie wzgledem
WZOrcoOw.

Materiat

owoce i warzywa, w zalezno$ci od sezonu i dostepnosci, w formie
surowej oraz poddane procesom przetwarzania w celu przygoto-
wania do spozycia (np. gotowanie) lub po okresie przechowywania
(np. zamrazanie, pasteryzacja, inna konserwacja):

a) warzywa, np. ziemniak gotowany, natka pietruszki, liScie
kopru, brokul i brukselka — $wieze i zamrozone, papryka
czerwona i zielona, ogérek §wiezy, kiszony, konserwowy,
cebula i szczypior, groch mrozony i konserwowy, bulwy
i kietki rzodkiewki

b) owoce, np. jabltko, gruszka — surowe i przechowywane
w formie kompotu, truskawka, maliny $wieze i zamrozo-
ne, owoce cytrusowe, owoce dzikiej rozy
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Odczynniki

3% kwas szczawiowy (lub 2—-5% kwas metafosforowy lub 1% HCI),
roztwory wzorcowe AA i DHA o stezeniu 0,05 mg cm~3, miesza-
nina butanol—-pirydyna—woda (4:6:3; v/v/v)

Sprzet laboratoryjny

noz, deseczka do krojenia, tarka, saczki z miekkiej bibuly, mro-
zone mozdzierze porcelanowe, pipety (0,01-5 cm?®), cylindry mia-
rowe 25150 cm? (w liczbie zaleznej od iloéci materiatu do badan),
bagietki, lejek Biichnera + kolba ssawkowa, zlewki 100 cm?, waga
laboratoryjna, pompa, markery

Do analizy TLC: komora chromatograficzna, minutnik, lam-
pa UV, suszarka, plytka chromatograficzna pokryta zelem krze-
mionkowym ze znacznikiem fluorescencyjnym (Merck 60 F,,),
pipety kapilarne do nanoszenia prébek na plytki chromatogra-
ficzne, linijki, otowki

Wykonanie doswiadczenia

1. Przygotowanie ekstraktow

Ekstrakcja kwasu askorbinowego z badanych prob 3% roz-

tworem kwasu szczawiowego (lub 2—5% kwasem metafos-

forowym lub 1% HCI) ma na celu stabilizacje AA i przeciw-
dzialanie jego utlenianiu i dalszej degradacji.

a) Odwazy¢ 5 g materialu roélinnego.

b) Tkanki rozdrobni¢ i dokladnie zhomogenizowadé
w mozdzierzu porcelanowym z dodatkiem 25 cm?®
3% kwasu szczawiowego. Kwas szczawiowy dodawac
porcjami po okoto 5 cm?. Roztarty material przeniesé
ilo$ciowo do cylindra miarowego o objetosci 50 cm?
i uzupetnié¢ kwasem szczawiowym do 50 cm?. Deli-
katnie i doktadnie wymieszaé bagietka, pozostawié¢ na
5 minut.

¢) Homogenat przesaczy¢ przez saczek z bibuly przy
uzyciu lejka Bilichnera podlaczonego do pompy (lejek
Biichnera wsunaé w szyjke kolby ssawkowej, doklad-
nie docisnaé gumowa uszczelke, zapewniajac szczelne
polaczenie, kolbe ssawkowg podlgczy¢ do pompy, na
lejku Biichnera umieScié zwilzony wodg destylowana
krazek bibuly filtracyjnej, wlaczyé pompe, upewnié
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sie, ze filtr calkowicie zakrywa wszystkie otwory lej-
ka, przesaczy¢ ekstrakty), przelac¢ do opisanych zlewek
na 100 cm?.

2. Analiza TLC

UWAGA: Wszystkie czynnosci wykonac pod pracujgcym dygestorium.

Przygotowanie chromatogramu i nanoszenie substancji jak

w rozdziale VI (pkt 1.B):

a) Na plytce chromatograficznej zaznaczy¢ odpowiednio
dwa punkty startowe dla wzorcow AA i DHA, pozostale
dla badanych ekstraktow.

b) Wybraé pary ekstraktow badanych materiatéow roslin-
nych w taki sposob, aby w kazdej parze jeden ekstrakt
pochodzil z materialu surowego, a drugi — z odpowia-
dajacego mu materiatu przetworzonego.

¢) Na punkty startowe kolejno nakropic¢ pipeta kapilar-
ng porcjami tacznie po 0,05 cm? ekstraktéow oraz po
0,025 cm?® roztwordéw wzorcowych AA i DHA.

d) Plytke umie$ci¢ w komorze chromatograficznej wy-
syconej faza ruchomg o skladzie butanol-pirydyna—
woda (4:6:3; v/v/v), chromatogram rozwija¢ okolo
60 minut.

e) Po wyjeciu chromatogramu z komory natychmiast
zaznaczy¢ olowkiem czolo rozpuszczalnika, pltytke
wysuszyé.

Opracowanie wynikéw

1. Oglada¢ chromatogram w $wietle UV, przy dlugosci fali
254 nm, na $ciezkach wzorcow i ekstraktow obrysowaé
oléwkiem plamy odpowiadajace AA i DHA.

2. Obliczy¢ wspolezynnik przesuniecia (R,) dla obu zwigz-
kow, dzielac odleglo$é srodka plamy od linii startu [cm]
przez odlegloé¢ czola fazy ruchomej od linii startu [cm].

3. Zidentyfikowa¢ AA i DHA w ekstraktach badanych mate-
rialow w oparciu o poré6wnanie wspo6tczynnikéw R, plam
prob badanych i wzorcow.
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4. Wykona¢ rysunek chromatogramu, uwzgledniajac wiel-
kos$¢ plam (por. rozdzial XXI, rysunek 21.1).

5. W oparciu o uzyskane wyniki oceni¢ wplyw procedur
przetwarzania zywnosci na zawarto$¢ kwasu askorbino-
wego i dehydroaskorbinowego.

Doswiadczenie Il
Jodometryczne oznaczenie zawartosci kwasu askorbinowego

Zasada metody

Przygotowane ekstrakty miareczkowane sa roztworem I w KI
w obecnosci roztworu skrobi. Obecny w probach AA ulega utle-
nieniu do DHA, po zakonczeniu reakeji nadmiar jodu wybarwia
skrobie na niebiesko:

CHO +I,—-CHO,+2HI

677876 677676

AA+1,— DHA + 2 HI

Odczynniki

1% Kkleik skrobiowy, 0,001 M roztwoér I w KI, roztwor wzorcowy
AA o stezeniu 0,05 mg cm™3

Sprzet laboratoryjny
zlewki (25—-50 cm?), pipeta 5 cm?, biureta, lejek z cienka n6zka

Wykonanie doswiadczenia

1. Miareczkowanie roztworu wzorcowego: do 3 zlewek (25—
50 cm?®) wlaé po 5 cm® wzorcowego roztworu AA, dodaé
3—4 krople 1% kleiku skrobiowego. Biurete napehi¢ 0,001 M
roztworem I w KI. Roztwory wzorcowe AA miareczkowaé
roztworem I w KI do momentu pojawienia sie trwalego nie-
bieskiego zabarwienia. Zapisac, jaka objetos¢ I w KI zuzyto
do zmiareczkowania wzorca, uzyskane wyniki uérednic.

2. Miareczkowanie badanych ekstraktow (por. Dos§wiad-
czenie I): do 3 zlewek (25 cm?®) wla¢ po 5 cm? ekstraktu
badanego materiatu, dodaé¢ 3—4 krople 1% kleiku skro-
biowego. Dalej postepowac tak jak przy miareczkowaniu
wzorca.
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UWAGA: Jezeli pierwsze miareczkowanie wykaze, ze badany materiat ma niskq
zawartos¢ AA, do ponownego miareczkowania nalezy wzig¢ 10 cm? ekstraktu.

Opracowanie wynikow

1. Obliczy¢ zawarto$ci AA w miligramach w przeliczeniu na
100 g §. m. materiatu roslinnego [mg 100 g §. m.], korzy-  Tabela 18.1. Zawartos¢

. . . : kwasu askorbinowego
stajac z przykladu obliczenia podanego w zalaczniku 4. (AA) w badanych

Wyl’liki pI‘ZEdStaWié w tabeli 18.1. owocach i Warzywach
Badany Objetos¢ [em®] I w KI zuzytego Zawarto$¢ AA
material na zmiareczkowanie 5 cm?® ekstraktu [mg 100 g1 §. m.]

2. W oparciu o uzyskane wyniki ocenic¢ roznice w zawarto$ci
AA w badanych materialach oraz wplyw procedur prze-
twarzania zywnoSci na jego utlenianie i degradacje. Po-
réwnac z danymi w zalaczniku 4.

Bartosz G., Druga twarz tlenu. Wolne rodniki w przyrodzie,
Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2013.

Kopcewicz J., Lewak S. (red.), Fizjologia roslin, Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa 2019.

Lewak S., Kopcewicz J., Jaworski K., Fizjologia roslin. Wpro-
wadzenie, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa
2019.

Moszczynski P., Pyé R., Biochemia witamin, cz. 2: Witami-
ny lipofilne i kwas askorbinowy, Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa 1999.

Sikorski Z. E. (red.), Chemia zywnosci, t. 3: Odzywcze i zdro-
wotne wiasciwosci skladnikow zywnos$ci, Wydawnictwo
WNT, Warszawa 2007.
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CZESC TEORETYCZNA

Roslinne kultury in vitro oznaczaja hodowle protoplastow,
komorek, tkanek, organéw i ich czeSci wyizolowanych z roslin
macierzystych prowadzone in vitro (z lac. ,w szkle”), na sztucz-
nych podltozach, w sterylnych, éciéle okreslonych pod wzgle-
dem fizycznym i chemicznym warunkach. Podstawy rozwoju
ro$linnych kultur in vitro stworzyla ogloszona przez Gottlieba
Haberlanda w 1902 r. teoria totipotencji komorek roslin-
nych, zgodnie z kt6ra kazda zywa komorka somatyczna (lub
protoplast) w odpowiednich warunkach jest zdolna do odtwo-
rzenia (regeneracji) calej rosliny.

Kultury muszg by¢ inicjowane i prowadzone w warunkach
sterylnych. Pozywki stosowane w hodowlach in vitro zawiera-
ja zrodlo wegla i energii (sacharydy), makro- i mikroelementy,
witaminy, regulatory wzrostu i rozwoju, dodatkowe skladni-
ki organiczne. Pozywki moga by¢ pltynne (sktadniki rozpusz-
czone w wodzie) lub stale (roztwdr wodny zestalony agarem),
powinny mie¢ odpowiednie pH i ci$nienie osmotyczne. W ro-
§linnych kulturach in vitro najczesciej stosowane sa pozywki:
MS (Murashige i Skoog), SH (Schenk i Hildebrandt), B5 (Gamborg),
NN (Nitsch i Nitsch).

W celu zainicjowania kultury komoérek lub tkanek wyizolo-
wany z roSliny fragment (eksplantat) poddaje sie procedurze
odkazania, a nastepnie umieszcza sie go na odpowiedniej pozyw-
ce agarowej. W ciagu 2—3 tygodni na eksplantacie wytwarzana
jest slabo zr6znicowana tkanka kalusowa. Po uformowaniu na
eksplantacie kalus odcina sie i przenosi na nowe podloze (pasa-
zuje sie) celem dalszego namnozenia komorek.

Kultury zawiesinowe (komoérkowe) inicjuje sie przez
przeniesienie kalusa na pozywke ptynna. Hodowle prowadzi sie
w odpowiednich naczyniach (np. kolbach stozkowych) umiesz-
czonych na wytrzasarkach. Zawiesina komoérkowa sklada sie

205



Przewodnik do ¢wiczen z fizjologii roslin I

z agregatow i pojedynczych komorek. Pasazowanie polega na
rozcienczeniu zawiesiny $§wiezym podlozem.

Kultury komorek i tkanek roslinnych moga by¢ wykorzy-
stywane jako Zrodlo wartosciowych produktéw roélinnych (np.
metabolitow wtérnych), ktore sa stosowane jako leki, natural-
ne barwniki, §rodki zapachowe w przemysle farmaceutycznym,
spozywezym i kosmetycznym.

Eksplantaty, kalus lub komorki z hodowli zawiesinowej
moga w odpowiednich warunkach wykazywa¢ zdolno$c do
somatycznej embriogenezy i tworzenia zarodkow so-
matycznych lub organogenezy (powstawanie organéw
przybyszowych: pakéw, pedow, korzeni). R6znicowanie or-
gan6w zalezy od odpowiedniej proporcji auksyn do cytokinin
w podlozu.

Mikrorozmnazanie (rozmnazanie klonalne) polega
na wykorzystaniu techniki kultur in vitro do regeneracji z eks-
plantatu duzej liczby ro$lin genetycznie identycznych z ta, z kt6-
rej pochodzi eksplantat. Metoda ta jest powszechnie stosowana
do produkgji roélin, ktére trudno rozmnazaja sie wegetatyw-
nie metodami tradycyjnymi i ro§lin ,elitarnych” o duzej war-
toSci jednostkowej. Pozwala takze na produkcje roslin wolnych
od choréb (np. wirusowych) oraz stanowi etap eksperymentow
prowadzacych do otrzymywania roslin modyfikowanych ge-
netycznie. Zarodki somatyczne kapsutkowane w odpowiednich
otoczkach (np. alginianu sodu) stuzg do produkcji tzw. sztucz-
nych nasion.

CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

1. Zapoznanie z podstawami teoretycznymi i zasadami pracy obowiqgzujgcymi
przy inicjowaniu i prowadzeniu roslinnych kultur in vitro.

2. Zbadanie wptywu regulatoréw wzrostu na indukcje tkanki kalusowej

i mikrorozmnazanie fiotka afrykanskiego.

Materiat
ro$liny fiotka afrykanskiego hodowane in vivo lub in vitro
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Odczynniki

70% C,H_OH, 50% (v/v) wodny roztwér preparatu handlowego za-
wierajacego podchloryn sodu (np. Ace, Domestos) z kilkoma kro-
plami detergentu, agarowa pozywka MS (por. zalacznik 5, tabela 1)
w nastepujacych wariantach rézniacych sie stezeniem [mg dm3] re-
gulatoréw wzrostu: kwasu a-naftalenooctowego (NAA) i kinetyny
(KIN) (por. zalacznik 5, tabela 2):

a) wariant I — MSI,O NAA + 0,2 KIN

b) wariant II — MS, §xans 02 xix

¢) wariant ITIT — MS

d) wariant IV — MS

0,4 NAA + 0,8 KIN

0,2 NAA + 0,5 KIN

Sprzet laboratoryjny

komora z laminarnym przeplywem powietrza

Sterylny sprzet laboratoryjny

szerokoszyjna kolba Erlenmeyera (200—300 cm?), kolby ze ste-
rylna woda, pesety, skalpele, szalki Petriego z bibula, szalki
Petriego (puste)

Wykonanie doswiadczenia

1. Sterylizacja materialu rolinnego
Zdrowe, w pelni rozwiniete liScie odcia¢ od roslin hodowa-
nych in vivo i przemy¢ pod biezacg woda. Ogonki liSciowe
z fragmentem blaszki liSciowej umiesci¢ w sterylnej kol-
bie, zala¢ 70% C,H_OH na 1 minutg. Po usunigciu etanolu
ogonki lisciowe zala¢ roztworem podchlorynu sodu z deter-
gentem, sterylizowaé 10 minut Po zlaniu podchlorynu sodu
materiat ptukaé pieciokrotnie sterylng woda.

2. Zalozenie kultury in vitro
Wysterylizowane ogonki li$ciowe z fragmentem blaszki li$cio-
wej lub liScie odciete z roslin hodowanych in vitro przenie$¢
na sterylng szalke z bibula, osuszy¢, odcigé brzezne konce,
przenosié pojedynczo do kolejnych szalek, ciaé na odcinki
(eksplantaty) dtugosci okolo 3 mm. Eksplantaty umieszczac
na przygotowanej pozywce w kolbach Erlenmeyera zgodnie
z kierunkiem wzrostu (po 3 eksplantaty w kolbie). Hodowle
umieéci¢ w pokoju hodowlanym w temperaturze 23-25°C,
w stalym o$wietleniu okoto 130 pmol m=2s..

207



Przewodnik do ¢wiczen z fizjologii roslin ||

Opracowanie wynikéw

Prowadzi¢ obserwacje hodowli w odstepach dwutygodniowych.
Po okolo 60 dniach od zalozenia kultury okresli¢ Swieza mase
tkanek kalusowych i liczbe pedéw powstalych na eksplantatach
w zalezno$ci od zawarto$ci auksyny (NAA) i cytokininy (KIN)
W pozywce.

Malepszy S. (red.), Biotechnologia roslin, Wydawnictwo Na-

ukowe PWN, Warszawa 2009.

Wozny A., Przybyt K. (red.), Komorki roslinne w warunkach
stresu, t. 2: Komorki in vitro, Wydawnictwo UAM, Poznan
2004.
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CZESC TEORETYCZNA

Roélinne metabolity wtoérne stanowia bardzo zr6znicowa-
ng grupe zwigzkow chemicznych o aktywnosci biologicz-
nej. Obecnie ponad 25% wszystkich srodkéow leczniczych to
zwiazki pochodzace z roslin, w tym trudno rozmnazajacych
sie, rzadko wystepujacych lub zagrozonych wyginieciem. Do
pozyskiwania terapeutycznie waznych zwigzkow wykorzystuje
sie ro$linne kultury in vitro (por. rozdzial XIX), techniki in-
zynierii genetycznej i transformacji roslin oraz procesy bio-
transformacji zwigzkéw chemicznych pochodzenia egzogenne-
go. Podstawa hodowli in vitro jest morfologiczna i chemiczna
totipotencja komorek ros§linnych. Totipotencja chemicz-
na oznacza zdolno$¢ komorek odizolowanych od organizmu
macierzystego do wytwarzania i/lub akumulacji metabolitow
wtornych. Roélinne kultury in vitro umozliwiaja pozyskiwa-
nie biologicznie aktywnych zwiazkéw na duza skale, w écisle
kontrolowanych warunkach, uniezaleznionych od czynnikow
srodowiskowych i klimatycznych. W kulturach in vitro moga
rowniez powstawac nowe zwiazki, ktérych nie zidentyfikowa-
no w ro$linach in vivo.

Antrazwiazki sa pochodnymi antracenu. W zaleznosci od
stopnia utlenienia podstawowego ukladu dzielg sie na antra-
chinony, antrony oraz izomeryczne z nimi antranole (por. ry-
sunek 20.1). W tkankach roslin antrazwiazki wystepuja prze-
waznie w postaci glikozydéw, najczesciej sa to o-glikozydy oraz
c-glikozydy, np. aloina (10-glukozyloaloeemodynoantron)
(por. rysunek 20.2). Skladnikami cukrowymi tych glikozydow
(zwykle 1-3 czasteczki cukru) sa zazwyczaj p-glukoza, L-ram-
noza i L-apioza. Czeé¢ aglikonowa (emodyny) to hydroksylowe,
metylowe lub karboksylowe pochodne 1,8-dihydroksyantrachi-
nonu lub jego zredukowanej formy. Antrazwigzki moga wyste-
powa¢é w postaci monomeréw oraz dimeréw jako izoantrony
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(2 czasteczki jednakowych antronéw) lub heterodimery. Przy-
kladem antrazwigzkéw monomerycznych sa obecne w liSciach
aloesu: aloina, aloeemodyna, aloinozydy A i B, glikozydy fran-
guloemodyny w korze kruszyny oraz chryzofanolu i reiny w kla-
czu i korzeniu rzewienia. Diantrony wystepuja np. w liciach
senesu (sennozydy A, B, C, D) i kwiatach dziurawca (hiperycy-
na) (por. rysunek 20.2).

o
redukcja
— —
D
utlenianie
H® "H
(0]
Antrachinon Antron (forma ketonowa)

Antraglikozydy sa krystalicznymi substancjami rozpuszczal-
nymi w wodzie i polarnych rozpuszczalnikach organicznych. Pod
wplywem kwaséw oraz obecnych w tkankach enzymow ulegaja
utlenieniu i hydrolizie. Aglikony tych antraglikozyd6w nie roz-
puszczaja sie w wodzie. Antrachinony majg zotte, pomaranczo-
we lub czerwone zabarwienie, fatwo rozpuszczaja sie w roztworach
zasad, dajac czerwono zabarwione sole (reakcja Borntrigera).
Bezbarwne antrony i antranole nie daja barwnej reakcji, ale
w Srodowisku alkalicznym pod wplywem powietrza ulegaja
utlenieniu do antrachinonéw i wowczas pojawia sie czerwona
barwa. Szczegoélnie bogate w antrazwiazki sa roéliny z rodzin:
rdestowatych, szaklakowatych, bobowatych, marzanowatych,
zlotoglowowatych.

W lecznictwie antrazwiazki zawierajace grupy hydroksylo-
we w pozycji 11 8 stosowane sa przede wszystkim jako $rodki
regulujace prace przewodu pokarmowego. Najwyzsza aktyw-
no$c wykazuja glikozydy antronow, diantronéw i antranoli. Gli-
kozydy w stanie niezmienionym przechodza do jelita grubego,
gdzie pod wplywem flory bakteryjnej ulegaja hydrolizie i re-
dukcji do antronéw i diantronéw, podrazniajacych §luzowke
jelita grubego, wzmagajacych jego perystaltyke i sekrecje oraz
zmniejszajacych resorpcje wody. Czes$¢ antrazwiazkéw wehlo-
nietych w jelicie cienkim dociera z krwioobiegiem do watroby
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iwzmaga wydzielanie zolci (dzialanie zotciopedne i z6lciotwor-

cze). Antrazwigzki wykazuja takze aktywnos¢ przeciwbakteryj-

na i przeciwgrzybiczg. Niektore, np. aloina, hiperycyna, wyka-

zuja dzialanie przeciwzapalne, przy$pieszaja gojenie sie ran.

Hiperycyna (por. rysunek 20.2), wystepujaca w zbiornikach hi-

perycynowych dziurawca zwyczajnego, jest inhibitorem mono-  Rysunek 20.2.
aminooksydaz (MAO) i wykazuje dzialanie przeciwdepresyjne ~ V/20ry strukturaine

oraz przeciwlekowe.

OH

R

Aloina A i B (stereoizomery) H
Aloinozyd A B (stereoizomery) ramnoza

O
R R,
Aloeemodyna CH,OH H
Chryzofanol CH, H
Franguloemodyna  CH, OH
Reina COOH H

przyktadowych
antrazwiazkow

RO O OH

COOH

RO O OH

R R,
Sennozyd A i B (stereoizomery) glukoza COOH
Sennozyd C i D (stereoizomery) glukoza CH,OH

HO 0O OH

HO CH,

HO CH,

HO O OH

Hiperycyna
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CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

1. Analiza jakosciowa za pomocq chromatografii cienkowarstwowej (TLC)
antrazwiqzkéw wystepujqgcych w lisciach roslin oraz kulturach kalusowych
i/lub zawiesinowych aloesu.

2. Poréwnanie catkowitej zawartosci antrazwigzkéw w lisciach

oraz kulturach kalusowych i/lub zawiesinowych aloesu.

Doswiadczenie |
Analiza jakosciowa antrazwigzkéw metodq chromatografii
cienkowarstwowej (TLC)

Zasada metody

Analiza jako$ciowa antrazwiazkéw za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej (TLC): identyfikacja antrazwiazkow obecnych
w badanych ekstraktach na podstawie poréwnania zabarwienia
w $wietle UV (365 nm) i wspotczynnikow przesuniegcia (R,) ich
plam na chromatogramie wzgledem wzorcéw oraz charaktery-
stycznej dla nich reakcji Borntragera w obecno$ci KOH.

Materiat

liscie kilkuletniej rosliny aloesu zwyczajnego hodowanego w zie-
mi ogrodniczej, czterotygodniowe kultury kalusowe i/lub dwuty-
godniowe kultury zawiesinowe aloesu hodowane na podlozu MS
(por. zalacznik 6), w ciemno$ci i na §wietle, w temperaturze 24°C

Odczynniki

70% CH,OH, mieszanina octan etylu—99,9% metanol-woda
(100:13,5:10; v/v/v), roztwory wzorcowe antrazwiazkéw: aloiny,
aloeemodyny, emodyny, aloinozydéw A i B (stereoizomery) w pro-
porcji 1 mg w 5 cm® 70% CH,0OH, 10% KOH w C,H,OH

Sprzet laboratoryjny

skalpele, pesety, bagietki, lejek Blichnera + kolba ssawkowa, sacz-
ki z bibuly filtracyjnej, bibula, 5 mozdzierzy porcelanowych, pi-
pety (1-10 cm?), 5 plastikowych préobowek typu Falcon 50 cm?,

214



Rozdziat XX. Metabolity wtérne o znaczeniu prozdrowotnym... I

6 probowek wirowniczych (20—-30 cm?®), 5 lejkow z cienka nozka,
5 kolb miarowych 25 cm3, 5 zlewek 50 cm?®, waga laboratoryjna,
pompa, taznia wodna, wiréwka, plastikowe pipety pasteurowskie,
markery

Do analizy TLC: komora chromatograficzna, spryskiwacz, mi-
nutnik, lampa UV, suszarka, plytka chromatograficzna pokryta
zelem krzemionkowym ze znacznikiem fluorescencyjnym (Merck

60F

254

), pipety kapilarne do nanoszenia probek na plytki chro-

matograficzne, linijki, otowki

I.LA. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTOW

1.

N

Liscie aloesu naciaé¢ podtuznie skalpelem, wydoby¢
miazsz. Kalus z kultur hodowanych na $wietle i w ciem-
nosci oczySci¢ z agarowego podloza, osuszyc¢ na bibule.
Zawiesiny komoérkowe z kultur hodowanych na $§wietle
1w ciemno$ci odsaczy¢ na lejku Biichnera (lejek Biichnera
wsunac w szyjke kolby ssawkowej, dokladnie docisnac
gumowa uszczelke, zapewniajac szczelne polaczenie,
kolbe ssawkowgq podlaczyé do pompy, na lejku Biichne-
ra umiescic¢ zwilzony wodg destylowana saczek z bibuly
filtracyjnej, wlaczy¢ pompe, upewnié sie, ze filtr catko-
wicie zakrywa wszystkie otwory lejka, odsaczy¢ komorki
od pozywki).

. Odwazy¢ po 2,5 g kazdego z badanych materialow.
. Porcje badanych materialéw homogenizowac¢ w mozdzie-

rzu z dodatkiem 10 cm?® 70% CH,OH. Dokladnie zhomoge-
nizowany materiat przenies¢ ilo$ciowo do opisanych pla-
stikowych probowek typu Falcon, mozdzierz dodatkowo
przeptukac 5 cm® 70% CH,OH i dotaczy¢ do gléwnej puli
homogenatu.

. Probowki zakry¢ korkiem (nie dokrecajac dokladnie!)

i umie$ci¢ na 10 minut w tazni wodnej o temperatu-
rze 80°C.

. Probowki ostudzi¢ w strumieniu biezacej wody, zawarto$¢

przela¢ do probowek wirowniczych i nastepnie odwirowac
(20 000 x g, 15 min).

. Supernatanty zla¢ do kolb miarowych o objetosci 25 cm?,

uzupeknic¢ 70% CH,OH do 25 cm?, a nastepnie przelac do
opisanych zlewek o objetosci 50 cm?®.
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|.B. CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA

Wykonanie doswiadczenia

UWAGA: Wszystkie czynnosci wykonac pod pracujgcym dygestorium.

Przygotowanie chromatogramu i nanoszenie substancji jak w roz-
dziale VI (pkt I.B):

1. Na plytce chromatograficznej pokrytej zelem krzemion-
kowym ze znacznikiem fluorescencyjnym przygotowaé
izaznaczy¢ sze$¢ punktow startowych.

2. Na punkty startowe kolejno nakropié pipeta kapilarna por-
cjami lacznie po 0,05 cm?® ekstraktow oraz po 0,025 cm?® mie-
szaniny roztworéw wzorcowych antrazwiazkow.

3. Plytke umiesci¢ w komorze chromatograficznej wysyco-
nej faza ruchoma o skladzie: octan etylu—99,9% metanol—
woda (100:13,5:10; v/v/v) i rozwijaé¢ chromatogram okoto
60 minut.

4. Po wyjeciu chromatogramu z komory natychmiast zazna-
czy¢ olowkiem czolo rozpuszczalnika, plytke wysuszy¢.

Opracowanie wynikow

1. Ogladaé chromatogram w Swietle UV, przy dlugosci fali
365 nm. Na $ciezkach mieszaniny wzorcow oraz ekstrak-
tow obrysowac otowkiem plamy odpowiadajace antra-
zwigzkom.

2. Obliczy¢ wspotczynnik przesuniecia (R;) dla antrazwiaz-
kow, dzielac odleglosé §rodka plamy od linii startu [cm]
przez odleglo$¢ czota fazy ruchomej od linii startu [cm].

3. Zidentyfikowac antrazwiazki w ekstraktach badanych
materialow w oparciu o por6wnanie wspolczynnikéow
R, oraz charakterystyczne zabarwienie plam w §wietle
UV-365 nm:

a) aloina oraz aloinozydy A i B — typowa z6tto-pomaran-
czowa fluorescencja antronéw,

b) aloeemodyna i emodyna — czerwona fluorescencja,

¢) aloezyny A i B — pochodne chromonu wykazujace silng
jasnoniebieska fluorescencje.
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4. Plytke spryskac 10% etanolowym roztworem KOH, zaob-
serwowaé zmiane koloréw niektérych plam w wyniku re-
akcji Borntrigera:

a) antrachinony — czerwona barwa w $§wietle widzialnym
i czerwona fluorescencja w $wietle UV,

b) antrony i antranole — z6tta barwa w Swietle widzialnym
i zo6tta fluorescencja w §wietle UV.

Wykona¢ rysunek chromatogramu, uwzgledniajac wielkos¢
i zabarwienie plam (por. rozdzial XXI, rysunek 21.1) W oparciu
o uzyskane wyniki analizy jako$ciowej ocenic r6znice miedzy an-
trazwiazkami wystepujacymi w tkankach lisci roslin a kulturami
in vitro aloesu.

Doswiadczenie Il
Oznaczenie catkowitej zawartosci antrachinonéw metodq
kolorymetrycznqg

Zasada metody

Badane ekstrakty zawieraja antrazwiazki w postaci mieszaniny
antrachinonéw, antranoli i antron6w oraz ich glikozydow. W celu
oznaczenia caltkowitej zawarto$ci antrazwigzkow przeprowadza
sie w temperaturze pokojowej za pomoca nadjodanu sodu ,.hydro-
lize utleniajaca” antrony i antranole do postaci 1,8-dihydroksy-
antrachinonéw. W érodowisku alkalicznym antrachinony ulegaja
reakcji Borntragera, tworzac czerwono zabarwione fenolany. Po-
miar absorbancji fenolanéw wykonuje sie przy dtugosci fali swia-
tla 510 nm.

Odczynniki

70% CH,OH, 25% NH,, 5% nadjodan sodu, roztwor wzorcowy
aloiny w 70% CH,OH o stezeniu 0,6 mg cm™

Sprzet laboratoryjny

pipety (0,1-10 cm?® i 25 cm?®), 14 probéwek szklanych, kuwety do
spektrofotometru, spektrofotometr, minutnik, markery
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Wykonanie doswiadczenia

W statywie przygotowac 14 odpowiednio opisanych probowek:
2 dla proby odno$nikowej, 2 dla wzorca aloiny i 10 dla badanych
ekstraktow (por. Doswiadczenie I). Oznaczy¢ catkowita zawar-
to$¢ antrachinon6w wedtug opisu w tabeli 20.1, zachowujac ko-
lejno$¢ dodawania odczynnikéow.

Tabela 20.1. Oznaczanie catkowitej zawarto$ci antrachinonow

Dodawane objeto$ci [em?]
Odczynnik Préba Proba Préba
odnosnikowa wzorcowa badana
Ekstrakt - - 1,0
Wzorzec aloiny - 1,0 -
70% CH,OH 1,0 - -
5% nadjodan sodu 0,1 0,1 0,1
25% NH, 0,5 0,5 0,5

1. Zawarto$¢ probowek wytrzasnaé, odstawié na 60 minut w ciemne miejsce.

2. Doda¢ 5 cm® wody destylowanej, zamiesza¢, odstawi¢ w ciemne miejsce na 15 minut.
3. Zmierzy¢ absorbancje wszystkich prob w kuwecie spektrofotometrycznej przy diu-
goéci fali 510 nm wzgledem proby odnoénikowe;.

Opracowanie wynikéw

Obliczy¢ zawarto$¢ antrachinon6w [mg] w badanych ekstraktach
w przeliczeniu na 1 g §. m. materiatu:

C, =i><Cw x25+2,5
A,

gdzie:

C_— zawartos$¢ antrazwigzkow [mg] w 1 g §. m. materiatu bada-

nego [mg g*$. m.],

A, — absorbancja roztworu badanego,

A - absorbancja wzorca,

C,, — stezenie wzorca (0,6 mg cm™?),

25 — ostateczna objeto$¢ ekstraktow [em?],

2,5 — masa tkanek poddanych ekstrakeji [g].
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Wyniki dotyczace zawarto$ci antrachinonéw w badanych pro-
bach zebraé w tabeli 20.2.

Materiat A Zawarto$¢ antrazwigzkow [mg g §. m.]

LiScie

Kalus

Zawiesina komorkowa

W oparciu o uzyskane wyniki analizy iloéciowej ocenié réznice  Tabela 20.2.
miedzy zawarto$cia antrazwigzkow w tkankach lisci roélin akul- ~ Cafkowita zawartosc

7 ) antrazwigzkow
turami in vitro aloesu. w lisciach i kulturach

in vitro aloesu

Kaczkowski J., Podstawy biochemii, Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa 2012.

Kohlmiinzer S., Farmakognozja. Podrecznik dla studentow
farmacji, PZWL, Warszawa 2003.

Malepszy S. (red.), Biotechnologia roslin, Wydawnictwo Na-
ukowe PWN, Warszawa 2009.

Strzelecka H., Kaminska J., Kowalski J., Walewska E., Che-
miczne metody badan roslinnych surowcéw leczniczych,
PZWL, Warszawa 1982.

Wagner H., Bladt S., Plant Drug Analysis. A Thin Layer Chro-
matography Atlas, Springer-Verlag, Berlin 1996.
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CZESC TEORETYCZNA

Roéliny wytwarzaja szeroka i réznorodng grupe zwigzkow orga-
nicznych okreélanych jako metabolity wtorne (substancje
swoiste), z ktorych wiekszo$¢ nie bierze bezposredniego udziatu
we wzro$cie i rozwoju. Do najlepiej poznanych grup metaboli-
tow wtornych naleza alkaloidy, zwiazki fenolowe i terpe-
noidy. Synteza i gromadzenie metabolitow wtérnych sa czesto
ograniczone do wybranych komorek lub organéw — procesy te
nastepuja w okreslonej fazie cyklu zyciowego roslin. Wiele z tych
zwiazkoéw ma znaczenie adaptacyjne w ochronie roslin przed pa-
togenami, pelni funkcje atraktantow dla zapylaczy i zwierzat roz-
siewajacych nasiona, a takze czynnikow allelopatycznych, ktore
wplywaja na konkurencje miedzy gatunkami roslin. Zaintere-
sowanie metabolitami wtérnymi podyktowane jest gtownie ich
szerokim wykorzystaniem praktycznym. Zwiazki te sg stosowa-
ne jako barwniki, oleje, woski, Srodki aromatyzujace, perfumy
i narkotyki. Intensywne badania metabolitow wtérnych wytwa-
rzanych przez rosliny zwiazane sg z poszukiwaniem w tej grupie
zwiazkow nowych lekow roslinnych, antybiotykow, insektycydow
i herbicydéw. Czesto wykorzystuje sie do tego celu metody bio-
technologiczne i ro§linne kultury in vitro.

Leki roslinne definiuje sie jako uzyteczne w medycynie wy-
roby, ktére zawieraja jako skltadniki czynne wylacznie rosliny,
cze$ci roslin, substancje roslinne lub ich kombinacje w postaci
przerobionej lub nieprzerobionej. Do produkcji lekdw roslinnych
wykorzystuje sie roslinne surowce farmaceutyczne, czyli
substancje lub mieszaniny substancji pochodzenia ro$linnego.
Roélinne surowce lecznicze charakteryzujg sie ztozonym skla-
dem chemicznym i tylko niektére zwiazki (substancje czynne
surowca) wykazuja wyrazne dzialanie biologiczne. Substancje
te mogg mieé r6zng nature chemiczng i aktywno$¢ biologicz-
na oraz wykazywac wzgledem siebie dzialanie synergistyczne
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(np. alkaloidy z liéci pokrzyku wilcza jagoda, korzeni rauwolfii
zmijowej) lub antagonistyczne. Otrzymywanie czystych i jedno-
rodnych chemicznie substancji biologicznie czynnych z surow-
cow roslinnych mozliwe jest dzieki zastosowaniu zlozonych pro-
cesOw technologicznych i biotechnologicznych.

CZESC PRAKTYCZNA

Doswiadczenie |
Wykrywanie garbnikéw w wybranych surowcach roslinnych
wedtug Farmakopei polskiej VI

Garbniki roélinne to zwiazki polifenolowe o masie cz3-
steczkowej 500—3000, majace zdolnoé¢ tworzenia trwatych po-
laczen z biatkami i innymi makroczasteczkami. Garbniki w kon-
takcie z bialkami koaguluja je, stad wynikaja ich wlasciwosci
przeciwzapalne oraz zastosowanie zewnetrzne w stanach za-
palnych blon §luzowych skoéry, obrzmieniach i drobnych krwa-
wieniach, a takze wykorzystanie w procesie garbowania skor.
Z uwagi na zdolno$¢ tworzenia polaczenia kompleksowego z al-
kaloidami stanowia odtrutke przy zatruciach tymi zwigzkami.
Garbniki mozna podzieli¢ na 2 grupy:

1) garbniki ulegajace hydrolizie — tanoidy (garbniki piro-
galolowe). Podczas hydrolizy nastepuje uwolnienie cu-
kréow prostych i wielowodorotlenowych fenolokwaséw. Do
tej grupy garbnikéw zaliczamy estry lub glikozydy kwasu
galusowego i jego pochodne (galotaniny) oraz kwasu ela-
gowego (elagotaniny).

2) garbniki nie ulegajace hydrolizie (garbniki pirokate-
chinowe, skondensowane, katechinowe). Czynniki hy-
drolizujace przeksztalcaja je w nierozpuszczalne w wodzie
flobafeny (czerwienie garbnikowe). W ich czasteczce wy-
stepuje uklad katechiny lub ketonu aromatycznego, a pod-
czas suchej destylacji daja pirokatechine.

Cel ¢wiczenia
Wykrywanie garbnikéw w korze roslin.
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Zasada metody

Garbniki w alkoholowych lub wodnych wyciagach roslinnych
mozna odr6zni¢ na podstawie ponizszych reakcji:

1) reakcja z solami zelazowymi — garbniki pirogalolowe
daja zabarwienie niebieskie, za$ garbniki pirokatechi-
nowe — zielone. Obecno$¢ obu typow garbnikow w tej re-
akcji daje zabarwienie granatowe, niewielka ilo§¢ garb-
nikéw pirogalolowych maskuje zielong barwe barwnikow
pirokatechinowych.

2) reakcja z waniling w kwasie siarkowym — garbniki piro-
katechinowe daja zabarwienie czerwone. Obecnoé¢ tylko
garbnikow pirogalolowych nie daje zabarwienia.

3) reakcja z formaldehydem i kwasem solnym — podczas go-
towania powstaje osad garbnikoéw pirokatechinowych.

Materiat

kora debu, kasztanowca, brzozy, wierzby, kruszyny. Surowce po-
winny odpowiada¢ wymaganiom monografii farmakopealnej
(np. kora mlodych pni i galezi debu szyputkowego lub debu bez-
szypulkowego zebrana na wiosne przed rozwojem lisci i wysu-
szana w cieniu, w temperaturze nie wyzszej niz 35°C; surowiec
nie powinien zawiera¢ mniej niz 4% garbnikéw w przeliczeniu na
pirogalol)

Odczynniki

50% wodny roztwor CH,OH (do przygotowania wyciggu), mie-
szanina octan etylu—dichlorometan—-99,9% CH,OH-woda
(60:40:17:5; v/v/v/v), 1% wodny roztwoér FeCl,, metanolowy wzor-
cowy roztwor katechiny (1 mg cm~), wanilina w kwasie siarko-
wym (5,0 g waniliny rozpusci¢ w 100 cm?® 98% H,SO,)

Sprzet laboratoryjny

plytki chromatograficzne pokryte zelem krzemionkowym, lejek
szklany, saczki z bibuly filtracyjnej, polipropylenowe probowki
typu Falcon 50 cm?®, probowki szklane, pipety (5 mm?®-5 cm?), ko-
mora chromatograficzna, waga laboratoryjna, laznia wodna, pla-
stikowe pipety pasteurowskie, bibula filtracyjna, rozpylacz, cylin-
der miarowy 50 cm?, suszarka
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I.LA. PRZYGOTOWANIE WYCIAGU Z SUROWCOW ZAWIERAJACYCH
GARBNIKI

Surowiec (2 g) umie$ci¢ w probowkach typu Falcon i zalaé
(przy uzyciu cylindra miarowego) 40 cm® 50% CH,OH, umie-
$ci¢ w lazni wodnej i ogrzewaé do wrzenia przez 2 minuty.
Zawarto$¢ probowek ostudzi¢ pod zimna biezaca woda, a na-
stepnie przesaczy¢ do suchych probéwek przy uzyciu saczka
z bibuly filtracyjne;j.

I.B. WYKRYWANIE GARBNIKOW
1. Wykrywanie garbnikéw pirogalolowych
Do suchych szklanych probéwek odmierzyé 2 cm? kazdego
z wyciagow (por. pkt I.A), a nastepnie dodawac stopniowo
przy uzyciu plastikowej pipety pasteurowskiej 10 kropli
1% FeCl,.
2. Wykrywanie garbnikow pirokatechinowych

UWAGA: Reakcje wyrywania wykonac pod pracujgcym dygestorium.

Do suchych szklanych probéwek odmierzy¢ 2 cm?® kazdego
z wyciagdw (por. pkt I.A), a nastepnie dodawac stopniowo
5 cm?® roztworu waniliny w kwasie siarkowym.

Opracowanie wynikéow

Zanotowac¢ wyniki reakcji wykrywania garbnikow dla poszcze-
gblnych surowcéw roslinnych. Poréwnacé otrzymane wyniki.

I.C. BADANIE GARBNIKOW METODA CHROMATOGRAFII
CIENKOWARSTWOWEJ (TLC)

Wykonanie doswiadczenia

UWAGA: Wszystkie czynnosci wykonac pod pracujgcym dygestorium.
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Przygotowanie chromatogramu i nanoszenie substancji jak w roz-
dziale VI (pkt I.B).

1. Wykona¢ dwa identyczne chromatogramy (2 ptytki), na-
noszac na punkty startowe 30 pl wyciagu z odpowied-
niego surowca (kroplami po 5 mm?) oraz 10 mm?® me-
tanolowego roztworu poréwnawczego katechiny (por.
rysunek 21.1).

2. Plytki umiesci¢ w komorze chromatograficznej z faza ru-
choma o skladzie: octan etylu—dichlorometan—99,9%
CH,OH-woda (60:40:17:5; v/v/v/v). Chromatogramy roz-
wija¢ przez 30 minut.

3. Po wyjeciu chromatograméw zaznaczy¢ czoto eluentu,
a nastepnie wysuszy¢ w temperaturze pokojowe;.

4. Jeden chromatogram spryskac 1% FeCl,, a drugi roztwo-
rem waniliny w kwasie siarkowym. Detekeje przeprowa-
dzaé poprzez ulozenie plytki na arkuszu bibuly filtracyjnej
i spryskanie jej odpowiednim odczynnikiem do detekcji
za pomoca rozpylacza, w odleglo$ci minimum 20-30 cm
od plytki.

Przeprowadzenie detekcji z waniling i FeCl, pozwala na iden-
tyfikacje na chromatogramie odpowiednio garbnikéw pirokate-
chinowych i garbnikéw pirogalolowych (rysunek 21.1).

Katechina
R; 0,66-0,71;
czerwona/szarozielona

000
000
000
000

O
O
O

0000 00—

30 mm’ 30 mm’ 30 mm® 30 mm’ 30 mm’ 10 mm®

wyciagu wyciagu wyciagu wyciagu wyciagu roztworu
z kory z kory z kory z kory z kory katechiny
debu brzozy wierzby kasztanowca kruszyny
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surowcow roslinnych.
Na schemacie
zaznaczono R

dla substancji
poréwnawczej

- katechiny (kolor
katechiny zalezny od
wywotywacza uzytego
do detekgji)
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Opracowanie wynikéw

Wyznaczy¢ wspolezynnik przesunigcia (R;) dla katechiny. Porow-
nac otrzymane wyniki pod wzgledem obecnosci garbnikéw w po-
szczegoblnych surowcach roslinnych.

Doswiadczenie Il
Identyfikacja wybranych alkaloidéw glistnika jaskétcze ziele

Alkaloidy to duza grupa (ok. 15 000) zasadowych zwigzkdow or-
ganicznych zawierajacych atom(y) azotu, gtéwnie w pierécieniu
heterocyklicznym. Alkaloidy wykazuja bardzo silne dzialanie
fizjologiczne o duzym spektrum zastosowania, np. cucace — ana-
leptyczne (kofeina), rozkurczajgce miesnie gladkie (papaweryna,
chelidonina), rozszerzajace Zrenice (atropina), miejscowo znie-
czulajace (kokaina), obnizajace ci$nienie (rezerpina), moczoped-
ne (teobromina), przeciwastmatyczne (teofilina), przeciwbolowe
(morfina), przeciwkaszlowe (kodeina), przeciwnowotworowe
(winblastyna, winkrystyna, taksol), przeciwreumatyczne (kap-
saicyna), zolciopedne i zolciotworeze (boldyna). Systematyka al-
kaloidow oparta jest na budowie szkieletu, w ktorym wyro6znié
mozna okreslony uklad heterocykliczny, np. pirol, imidazol, indol,
(izo)chinoline, pirydyne i puryne.

Glistnik jaskolcze ziele jest gatunkiem powszechnie wystepuja-
cym w Polsce oraz innych krajach strefy umiarkowanej, wytwarza
alkaloidy izochinolinowe. Sok mleczny glistnika byt wykorzy-
stywany do niszczenia brodawek z uwagi na obecnosc chelidoniny,
dzialajgcej antymitotycznie. Wyciagi z tego surowca pobudzajg skur-
cze macicy, podnosza ci$nienie krwi, rozszerzaja naczynia wiencowe
oraz wchodza w sklad preparatow przeciwkaszlowych.

Gléwnymi alkaloidami glistnika jaskolcze ziele sa:

1) berberyna — wykazuje dzialanie z6lciopedne i przeciw-
bakteryjne, stosowana w lekach przeciwbiegunkowych
(rozkurcza mieénie gladkie jelit);

2) chelidonina — dziata na o$rodkowy uklad nerwowy, po-
dobnie jak morfina, ale slabiej;

3) chelerytryna — dziala drazniaco na skore i blone §luzowa,
miejscowo dziala znieczulajaco;

4) sangwinaryna — jest inhibitorem esterazy acetylocholino-
wej, wykazuje slabe dzialanie narkotyczne.
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Cel ¢wiczenia
Identyfikacja wybranych alkaloidéw glistnika jaskétcze ziele w surowcu
farmaceutycznym ,Ziele glistnika” (Chelidonii herba) oraz w materiale swiezym.

Zasada metody

Identyfikacja alkaloidéw izochinolinowych glistnika jaskoélcze
ziele za pomoca analizy TLC, na podstawie fluorescencji i wspo1-
czynnikow R, w odniesieniu do substancji porownawczych
alkaloidow.

Materiat

korzen, todyga i liscie glistnika jaskolcze ziele (material Swiezy)
oraz surowiec farmaceutyczny ,Ziele glistnika” (material suszo-
ny); surowiec farmaceutyczny powinien odpowiada¢ wymaga-
niom monografii farmakopealnej (np. ziele glistnika jaskolcze
ziele zebrane w okresie kwitnienia i wysuszone; surowiec nie
powinien zawiera¢ mniej niz 0,4% alkaloidow w przeliczeniu na
chelidonine)

Odczynniki

substancje poréwnawcze: chelerytryna, berberyna, chelidoni-
na, sangwinaryna (2 mg w 10 cm® C,H,OH), mieszanina 1-propa-
nol-98% HCOOH-woda (90:1:9; v/v/v), 96% C,H_.OH

Sprzet laboratoryjny

lejek szklany, saczki z bibuly, polipropylenowe probowki typu
Falcon 15 cm?, pipety (5 mm?®-5 cm?®), komora chromatograficz-
na, waga laboratoryjna, laZnia wodna, mozdzierz, plytki chro-
matograficzne pokryte zelem krzemionkowym ze znacznikiem
fluorescencyjnym (Merck 60 F._ ), lampa UV

254

II.LA. PRZYGOTOWANIE WYCIAGU Z SUROWCOW
Homogenizowaé 1 g $§wiezego (0,5 g suchego) surowca w 5 cm? al-
koholu etylowego. Zawarto$¢ mozdzierza przeniesé¢ do probow-
ki typu Falcon i ogrzewac w tazni wodnej w temperaturze 40°C
przez 15 minut. Nastepnie zawarto$é przesaczy¢ do suchych
probowek.
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I.B. BADANIE AKALOIDOW METODA CHROMATOGRAFII

CIENKOWARSTWOWEJ

Wykonanie doswiadczenia

UWAGA: Wszystkie czynnosci wykonac pod pracujgcym dygestorium.

Przygotowanie chromatogramu i nanoszenie substancji jak w roz-

dziale VI (pkt I.B).

1. Na punkty startowe nanie$¢ 20 mm?® wyciagu z surowcow
110 mm? substancji poréwnawczych — etanolowe roztwo-
ry chelerytryny, berberyny, chelidoniny, sangwinaryny

(por. rysunek 21.2).

2. Chromatogram rozwija¢ w fazie ruchomej o skladzie:
1-propanol-98% HCOOH-woda (90:1:9; v/v/v) przez Rysunek 21.2.

30 minut. Schematyczny
.. , chromatogram
3. Po wyjeciu chromatogramu zaznaczy¢ czolo eluentu, ana-  \yciagow 7 glistnika

stepnie wysuszy¢ w temperaturze pokojowe;j.
4. Suchy chromatogram ogladaé¢ pod lampa UV w nadfiole-

jaskotcze ziele. Na
schemacie zaznaczono
R, dla substancji

cie (365 nm) — plamy alkaloidow wykazuja zota, z6tto- poréwnawczych wraz

zielong, czerwonopomaranczowa fluorescencje (por. ry-

sunek 21.2).

7 kolorem fluorescencji
obserwowanym
w nadfiolecie

O
O O O O O
O O O O O
20 mm’ 20 mm’ 20 mm’ 20 mm’ 10 mm’
wyciagu wyciagu wyciagu wyciagu roztworu
z korzenia z lisci z fodygi z ziela substancji
poréwnawczych

Chelidonina
R; 0,8; fluorescencja zéttozielona

San§winaryna )
R, 0,4-0,5; fluorescencja czerwonopomaraficzowa

Chelerytryna

R, 0,35; fluorescencja pomaranczowozotta

Berberyna
R, 0,2; fluorescencja cytrynowozotta
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Opracowanie wynikéw

Wyznaczy¢ wspolezynnik przesunigcia (R,) dla chelidoniny, ber-
beryny, sangwinaryny i chelerytryny. Poréwna¢ otrzymane wy-
niki pod wzgledem obecnoéci badanych alkaloidéw w poszczego6l-
nych organach i zielu glistnika.

Kohlmunzer S., Farmakognozja, PZWL, Warszawa 2019.
Kolodziejczyk A., Naturalne zwiqzki organiczne, Wydawnic-
two Naukowe PWN, Warszawa 2020.

Kopcewicz J., Lewak S. (red.), Fizjologia roslin, Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa 2019.

Lamer-Zarawska E., Kowalska-Gierczak B., Niedworok J.,
Fitoterapia i leki roslinne, PZWL, Warszawa 2019.

Wagner H., Bladt S., Plant Drug Analysis. A Thin Layer Chro-
matography Atlas, Springer-Verlag, Berlin 1996.
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ZAtACZNIK 1. MINERALNE ODZYWIANIE
ROSLIN

Aby przeprowadzi¢ doS§wiadczenie, nalezy dysponowac wystar-
czajacy iloscia roslin spirodeli wielokorzeniowej. W tym celu
trzeba przygotowac 2000 cm? pozywki pelnej namnazajacej,
czyli zawierajacej wszystkie wymagane do prawidlowego roz-
woju rosliny pierwiastki (makro- i mikroelementy — por. tabe-
le 11 2). Doprowadzi¢ pH pozywki do warto$ci 6,4 i rozlaé po
100 cm? do kolb Erlenmeyera o pojemnosci 300 cm?®. Nastepnie
wysterylizowac pozywke w autoklawie. Po schlodzeniu, pracu-
jac wwarunkach sterylnych (komora z laminarnym przepltywem
powietrza), wprowadzi¢ za pomocg ezy 10—12 czlonéw pedowych
spirodeli wielokorzeniowej do kazdej kolby z pozywka. Hodowle
prowadzi¢ w pokoju hodowlanym przez 1-2 tygodnie, w tempe-
raturze 23°C +2°C, przy fotoperiodzie 16 godzin/8 godzin (Swia-
tlo/ciemno$¢) i natezeniu $wiatta 350 pmol m~2 s71. Po uzyska-
niu odpowiedniej ilo$ci materialu ro§linnego, czyli namnozeniu
spirodeli wielokorzeniowej, przygotowaé pozywke pelna oraz
pozywki niezawierajace jednego z pierwiastkow, w tym azotu,
fosforu, potasu, wapnia, magnezu i zelaza wedlug tabeli 11 2.
Do kolb Erlenmeyera o pojemnosci 100 cm?® wlaé po 30 cm?® od-
powiedniego rodzaju pozywki. Kolby zamkna¢ folig aluminiowa
i wysterylizowac.

Tabela 1. Sktad
chemiczny pozywek
do hodowli spirodeli
wielokorzeniowej

SKLADNIK POZYWKA
[gdm™]

lub [cm® dm-¢] Pelna -N -P -K —Ca — Mg —Fe
(NH)),SO, 0,264 - 0,264 | 0,264 | 0,264 | 0,264 | 0,264
K,HPO, 0,174 | 0,174 - - 0,174 | 0,174 | 0,174
MgSO, x 7H,0 0,492 | 0492 | 0492 | 0492 | 0,492 - 0,492
CaSO, x 2H,0 0,273 | 0,273 | 0,273 | 0,273 - 0,273 | 0,273
FeNaEDTA 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025 -
Mikroelementy* 1cm?
Glukoza 10
pH 6,4
* Sklad roztworu mikroelementéw podano w tabeli 2.
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Skladnik Stezenie [mg dm ] Tabela 2.
H.BO 286 Sktad roztworu
3 i mikroelementow
MnSO, x 5H,0 2,19 2/1\/9g5lg<)3agland i Arnon
ZnSO,x 7H,0 2,2
Na,MoO,x 2H,0 0,13
CuSO, x 5H,0 0,079

Hoagland D. R., Arnon D. I., The Water-Culture Method for
Growing Plants without Soil, College of Agriculture, Uni-
versity of California, Berkeley, CA 1950.
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ZAtACZNIK 2. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA
REGULATOROW WZROSTU ROSLIN

Tabela 1. Sktad pozywki
wg Murashige i Skoog

(1962) w modyfikacji dla
mikrorozmnazania rézy

Skladniki pozywki [mg dm~23]

K U N
Skladnik Podloze Podloze Podloze
kontrolne ukorzeniajace namnazajace
Makroelementy
NH,NO, 825 825 1650
KNO, 950 950 1900
MgSO, x 7 H,0 370 370 740
KH,PO, 85 85 170
CaCl, bezwodny 330 330 660
FeNa EDTA 21,5 21,5 43
Sacharoza
20 000 20000 30000
Regulatory wzrostu
BAP - - 1
TAA - - 0,35
GA, - - 0,5
IBA - 0,5 -
Mikroelementy
MnSO, x 4 H,0 22,3
H,BO, 6,2
ZnSO, x 7 H,0 8,6
Na,MoO, x 2 H,0 0,25
CuSO, x5 H,0 0,025
CoCl, x H,0 0,025
KI 0,75
Witaminy
Tiamina (B,)) 0,5
Pirydoksyna (B,) 0,5
Kwas nikotynowy 0,5
Inozytol 100
Agar 7000
pH 5,9
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Roztwory regulatoréw wzrostu:

a) BAP: w malej zlewce 10 mg BAP rozpusci¢ dokladnie w kil-
ku kroplach 1 M NaOH, dodaé nieco wody i przeniesé ilo-
Sciowo do kolby miarowej na 10 cm?, dopelni¢ woda do
10 cm?. Stezenie BAP w roztworze = 1 mg cm™3;

b) IAA: przygotowacé jak wyzej. Stezenie IAA w roztworze
=1mgcm3;

¢) IBA: przygotowac jak wyzej. Stezenie IBA w roztwo-
rze =1 mgcm=3;

d) GA,: w malej zlewce 10 mg GA, rozpusci¢ doktadnie w kilku
kroplach 96% etanolu, dalej postepowaé jak wyzej. Stezenie
GA, wroztworze = 1 mg cm™®.

Murashige T., Skoog F., A Revised Medium for Rapid Growth
and Bioassays with Tobacco Tissue Cultures, ,Physiologia
Plantarum” 1962, vol. 15, s. 473—479.
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ZALACZNIK 3. TEST TOLERANCJI KOMOREK
ROSLINNYCH NA ABIOTYCZNE CZYNNIKI

STRESOWE
Skladniki pozywki [mg dm’] s
Makroelementy Hoagland i Arnon
(1950) w modyfikacji
KNO, 126 dla hodowli
MgSO, x 7H,0 123 hydroponicznej
KH.PO 34 pszenicy
2t My
Ca(NO,), x 4H,0 295
FeNa-EDTA 10
Mikroelementy
CuSO, x 5H,0 0,079
H,BO, 2,86
MnSO, x 5H,0 2,19
Na,MoO, x 2H,0 0,13
ZnSO, x 7H,0 2,2
pH 5,8

Hoagland D. R., Arnon D. 1., The Water-Culture Method for
Growing Plants without Soil, College of Agriculture, Uni-
versity of California, Berkeley, CA 1950.
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ZALACZNIK 4. ZAWARTOSC KWASU ASKORBINOWEGO
(WITAMINY C) W WARZYWACH | OWOCACH

Przyklad obliczenia zawartosci kwasu askorbinowego [mg] w prze-
liczeniu na 100 g $. m. materiatu rodlinnego [mg 100 g $. m.]:

Stezenie wzorcowego roztworu kwasu askorbinowego wy-
nosi 0,05 mg cm~%. Do miareczkowania pobrano 5 cm?® tego roz-
twory, tj. 5 x 0,05 mg = 0,25 mg.

Na zmiareczkowanie 0,25 mg wzorca kwasu askorbinowego
zuzyto $rednio np. 5,1 cm?® 0,001 M roztworu I w KI:

5,1 cm® I w KI — 0,25 mg kwasu askorbinowego

1 cm?® I w KI — 0,049 mg kwasu askorbinowego

Na zmiareczkowanie 5 cm?® ekstraktu zuzyto $rednio np.
12,4 cm?® 0,001 M I w KI:

1em? I'w KI — 0,049 mg kwasu askorbinowego

124 cm® Iw KI — x,

x, = 0,608 mg kwasu askorbinowego 5 cm ekstraktu

Poniewaz 5 cm?® badanego ekstraktu pobranego do miarecz-
kowania odpowiada 0,5 g $. m. materiatu roslinnego:

50 cm? ekstraktu — 5 g Swiezej masy

5 cm? ekstraktu — 0,5 g $wiezej masy

dlatego:
0,5 g Swiezej masy zawiera x, = 0,608 mg kwasu askorbinowego

czyli:

0,5 g Swiezej masy — 0,608 mg kwasu askorbinowego
100 g $wiezej masy — x, mg kwasu askorbinowego

x, = 121,6 mg kwasu askorbinowego 100 g™ §. m.
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Zawarto$¢ witaminy C

Produkty spozywcze [mg 100 g . m.]
OWOCE
agrest 30
ananas 20
banan 10
brzoskwinia 10
cytryna 40
czere$nia 15
dzika roza 250-1000
glog 160-800
grapefruit 45
gruszka 5
jabtko 10
jarzebina 100
kiwi 100
malina 25
mandarynka 38
melon 20
morela 10
pomarancza 60
porzeczka biata 40
porzeczka czarna 200
porzeczka czerwona 25
Sliwka 10
truskawka 60
winogrono 6
wiénia 15
zurawina 15
WARZYWA
brokut 120
brukselka 120
burak 10
cebula 10
czosnek 16
chrzan 120
dynia 8
fasola 20
groszek zielony 25
groszek zielony konserwowy 10
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Moszczynski, Pyc (1999)
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jarmuz 150
kalafior 70
kapusta 45
marchew 5
ogorek 10
papryka zielona 175
pietruszka korzen 100
pietruszka na¢ 150
pomidor 25
por 35
rabarbar 10
rzezucha 79
rzodkiewka 25
salata 15
seler 10
szpinak 55
ziemniak 20
INNE PRODUKTY

igliwie sosny i §wierka 150-250
lucerna 200
orzechy wloskie (niedojrzale) 3000
pokrzywa 100

Moszczynski P., Py¢ R., Biochemia witamin, cz. 2: Witami-
ny lipofilne i kwas askorbinowy, Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa 1999.
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ZAtACZNIK 5. INDUKCJA TKANKI KALUSOWE)J
| PEDOW PRZYBYSZOWYCH W KULTURZE

IN VITRO FIOLKA AFRYKANSKIEGO

Skladniki pozywki [mg dm2]

Makroelementy
NH,NO, 1650
KNO, 1900
KH,PO, 170
CaCl, 332
FeNaEDTA 43
Mikroelementy
Na,MoO, x 2H,0 0,025
CoCl, x 6H,0 0,025
H,BO, 6,2
MgSO, x 7H,0 370
MnSO, x 4H,0 22,3
ZnSO, x 7H,0 8,6
CuSO, x 5H,0 0,025
KI 0,83
Witaminy
Tiamina (B,) 0,4
Pirydoksyna (B,) 0,5
Kwas nikotynowy 0,5
Inozytol 100
Inne
Sacharoza 30000
Agar 7000
pH 5,7

Przygotowac roztwory wyj$ciowe witamin o stezeniu 10 mg
100 cm— i odmierzy¢ odpowiednia objeto$¢ na 1 dm=3 pozywki

(por. tabela 1).

Przygotowac roztwory wyjSciowe regulatorow wzrostu: kwa-
su a-naftalenooctowego (NAA) i kinetyny (KIN) o stezeniu
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Tabela 1. Pozywka
wg Murashige i Skoog
(1962), zmodyfikowana
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0,1 mg cm~3. KIN rozpusci¢ w kropli 1 M HCI, NAA — w kropli
1 M NaOH i dopelnié woda do okreslonej objeto$ci. Przygoto-
wacé 4 warianty agarowej pozywki MS (po 500 cm?), r6zniace sie
miedzy soba zawartoScia regulatoréw wzrostu (por. tabela 2),
odmierzajac odpowiednig objeto$¢ roztwordéw wyjéciowych.

. . .| Stezenie regulatoré6w wzrostu [mg dm=—] Tabela 2. Stezenie
Wariant pozywki regulatorow
NAA KIN wzrostu - kwasu

MS a-naftalenooctowego

1,0 NAA + 0,2 KIN 1,0 0,2 (NAA) i kinetyny (KIN)
MSz,o NAA +0,2 KIN 2,0 0,2 w pozywce MS
MS0,4 NAA + 0,8 KIN 0,4 0,8
MSO,2 NAA + 0,5 KIN 0’2 0;5

Doprowadzi¢ warto$¢ pH pozywek do 5,7. Pozywki rozle-
wac po 40 cm? do szerokoszyjnych kolb Erlenmeyera o objeto-
$ci 100 em?, zakry¢ kolby kapslami foliowymi z platkiem ligniny
i wysterylizowac.

Murashige T., Skoog F., A Revised Medium for Rapid Growth
and Bioassays with Tobacco Tissue Cultures, ,Physiologia
Plantarum” 1962, vol. 15, s. 473—4709.

244



Zataczniki do ¢wiczen ||

ZALACZNIK 6. METABOLITY WTORNE

O ZNACZENIU PROZDROWOTNYM.

ANTRAZWIAZKI LISCI
| KULTUR IN VITRO ALOESU

Skladniki pozywki [mg dm==]

Makroelementy
NH,NO, 1650
KNO, 1900
MgSO, x 7 H,0 370
KH,PO, 170
CaCl, bezwodny 330
FeNa EDTA 43
Mikroelementy
MnSO, x 4 H,0 22,3
H,BO, 6,2
ZnSO, x 7 H,0 8,6
Na,MoO, x 2 H,0 0,25
CuSO, x5 H,0 0,025
CoCl, x H,0 0,025
KI 0,75
Witaminy wg Gamborg i in. (1968)
mio-inozytol 100
kwas nikotynowy 1
pantotenian wapnia 0,874
pirydoksyna-HCI 1
ryboflawina 0,015
tiamina 10
Regulatory wzrostu
TIAA 1,5
BAP 0,3
Sacharoza 30000
Agar (dla hodowli kalusa) 7000
pH 5,8

Roztwory regulatoréw wzrostu BAP i IAA o stezeniu 1 mg cm™

przygotowac tak jak opisano w zalgczniku 2.
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Tabela 1. Sktad
pozywki MS wg
Murashige i Skoog
(1962) w modyfikacji
dla hodowli kultur
kalusowych

i zawiesinowych aloesu
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Gamborg O. L., Miller R. A., Ojima K., Nutrient Requirements
of Suspension Cultures of Soybean Root Cells, ,Experi-

mental Cell Research” 1968, vol. 50, s. 151-158.

Murashige T., Skoog F., A Revised Medium for Rapid Growth
and Bioassays with Tobacco Tissue Cultures, ,,Physiologia
Plantarum” 1962, vol. 15, s. 473—479.




PYTANIA POMOCNICZE
DO POWTORKI MATERIALU

1. SKLAD CHEMICZNY R?S'LIN. WYKRYWANIE SKEADNIKOW
MINERALNYCH W ROSLINACH

1. Wyjasnij pojecia: §wieza masa roslinna, sucha masa ro-
§linna, popidl roslinny, reakcje histochemiczne.

2. Jakie reakcje chemiczne stuza do wykrywania chloru, fos-
foru, magnezu, potasu, siarki, wapnia i zelaza w popiele
ro$linnym?

3. Wymien i krotko scharakteryzuj kryteria podziatu sklad-
nikéw mineralnych w odniesieniu do ich funkcji pelnio-
nych w organizmach roslinnych.

2. MINERALNE ODZYWIANIE ROSLIN

1. Podaj ogolne i specyficzne dla danego pierwiastka objawy
jego niedoboru.

2. Opisz podstawowe zasady metod badania gospodarki
mineralnej.

3. Opisz znaczenie dla rozwoju organizmu roélinnego makro-
i mikroelementow.

3. KOMORKA ROSLINNA JAKO UKEAD OSMOTYCZNY

1. Wyjaénij, co to jest plazmoliza graniczna.

2. W jaki spos6b mozna wyznaczy¢ potencjal wody soku
komorkowego?

3. Jakie metody stosuje sie do wyznaczania potencjalu wody
komorki?

4. Jaki bedzie kierunek przeplywu wody miedzy komérka
Aikomorka B, jesli:
a) w komorce A: ¥, = 0,4 MPai ¥ = -0,5 MPa
b) w komérce B: ¥, = 0,2 MPai ¥ = -0,5 MPa?
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5.

6.
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Opisz zalezno$ci migdzy objetoScig komorki, ¥, Wi ¥,
gdy komorka roélinna znajduje sie w stanie maksymal-
nego turgoru.

Dlaczego na glebach zasolonych rosliny wykazuja czesto
objawy wiedniecia?

4. PRZEPUSZCZALNOSC BLON PLAZMATYCZNYCH

1.
2.

3.

Opisz budowe blony plazmatyczne;j.

Dlaczego blona plazmatyczna jest nazywana struktura
dynamiczng?

Wymien i scharakteryzuj rodzaje transportu przez blony
plazmatyczne.

. W jaki spos6b temperatura wplywa na przepuszczalno$é

bton plazmatycznych?

. Jak mozna oceni¢ wpltyw temperatury na przepuszczal-

nos$¢ blon, stosujac pomiary kolorymetryczne i konduk-
tometryczne?

. Jaki jest zwiazek miedzy zdolnoscia zasad do dysocjacji

w roztworach wodnych a szybko$cig ich transportu przez
blony plazmatyczne?

5. DALEKI TRANSPORT WODY, TRANSPIRACJA

1.
2.

3.

4.

Opisz zasade dzialania potometru.

Jak wykazaé eksperymentalnie dzialanie sily ssacej
transpiracji?

Na czym polega pomiar intensywno$ci transpiracji me-
toda wagowg?

Scharakteryzuj wplyw zmiennych warunkéow srodowiska,
tj. temperatury, wilgotno$ci powietrza oraz nastonecznie-
nia na intensywno$¢ transpiracji.

6. BARWNIKI ASYMILACYJNE | ICH WEASCIWOSCI

1.

2.

3.

Scharakteryzuj elementy budowy chlorofili i karoteno-
idow zwiazane z ich wlasciwo$cia pochlaniania Swiatla
widzialnego.

Wyjaénij zwiazek budowy barwnikéw asymilacyjnych
zich rozpuszczalnoscia.

Na czym polega rozdzial barwnikoéw metoda Krausa?
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9.

Pytania pomocnicze do powtdrki materiatu I

. Wjaki sposéb mozna otrzymac feofityne i feoforbid? Czym

r6znia sie te zwiazki?

. Jednym ze sposob6ow zwiekszenia trwalos$ci zielonej barwy

chlorofilu jest otrzymywanie pochodnych o budowie por-
firynowej. W jakiej reakcji mozna otrzymadé te zwiazki?

. Na czym polega zjawisko zmydlania chlorofilu?

Podaj przyklady barwnikéw karotenoidowych. Wyjasnij
ich zwiazek z witaming A.

. Wyjasnij zasade metody chromatografii cienkowarstwo-

wej na przykladzie rozdzialu barwnikéw asymilacyjnych
z tkanek lisci ro$lin.
Co to jest widmo czynno$ciowe fotosyntezy?

7. REAKCJA HILLA

1.
2.

3.

Podaj zasade reakcji opisanej przez Hilla.

Co mozna udowodnié, przeprowadzajac reakcje opisang
przez Hilla?

Jakie warunki musza by¢ spelnione, aby nastapila foto-
liza wody?

8. ODDYCHANIE

1.

2.

Na czym polega proces oddychania tlenowego roélin? Wy-
mien etapy tego procesu, gdy substratem jest glukoza.
Kiedy przebiega i na czym polega proces oddychania bez-
tlenowego roslin? Wymien etapy tego procesu, gdy subs-
tratem jest glukoza.

. Wymien zysk energetyczny procesu oddychania tlenowe-

go i beztlenowego roslin, gdy substratem jest glukoza.

. Na jakim etapie oddychania tlenowego i beztlenowego ro-

$lin powstaje CO, i w jakiej ilosci?

. Zdefiniuj pojecia: glikoliza, cykl kwasow trikarboksylo-

wych, faficuch oddechowy.

. Jaka funkcje pelni u roslin oksydaza alternatywna?

Opisz metode badania wplywu temperatury na proces od-
dychania tlenowego rolin.

. Opisz metode detekcji i oznaczania iloéci wydzielonego

etanolu jako produktu oddychania beztlenowego komo-
rek roslin.
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9. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA REGULATOROW WZROSTU ROSLIN

10.

1.

g WN

=)

7.

Wymien podstawowe grupy regulatoréw wzrostu roslin
i podaj ich przyklady.

. Opisz wplyw auksyn, giberelin i cytokinin na ro$liny.

. Na czym polega zjawisko dominacji wierzchotkowe;j?

. Jaki jest wplyw etylenu na roéliny?

. Do jakiej grupy regulatoréw wzrostu nalezy chlorek chlo-

rocholiny i jak wplywa on na morfologie roslin?

. Podaj przyklady praktycznego zastosowania regulatorow

wzrostu roélin.
Czym ro6znig sie herbicydy totalne od selektywnych?

METABOLIZM AZOTOWY ROSLIN. OZNACZANIE AKTYWNOSCI
REDUKTAZY AZOTANOWE)

1.
2.
3.
4.

5.

Jaka reakcje katalizuje reduktaza azotanowa?

Jaka reakcje katalizuje reduktaza azotynowa?

Jaka jest subkomorkowa lokalizacja reakcji katalizowanych
przez reduktaze azotanowa i reduktaze azotynowa?

Jak do$wiadczalnie udowodnié, ze reduktaza azotanowa
jest enzymem indukowanym przez substrat?

W jaki spos6b mozna oznaczy¢ aktywno$¢ reduktazy
azotanowej w materiale ro§linnym?

11. WLASCIWOSCI GLEB

12.

1.

2
3
4
5

6.

Wymien i oméw poszezegodlne fazy gleb.

. Co to sa koloidy glebowe?

. Na czym polega wymienna sorpcja gleby?

. Jakie czynniki decyduja o zyznosci gleby?

. Od czego zalezy odczyn gleby i jakie w zwiazku z tym wy-

rézniamy rodzaje gleb?
Scharakteryzuj frakcje prochnicza gleby.

KIELKOWANIE NASION

. Przedstaw zasady metod oceny zZywotnoéci nasion.
. Jak przebiega indukcja a-amylazy w kietkujacych ziar-

niakach zb6z?

. Omoéw role fitochromu w procesie kietkowania nasion.
. Scharakteryzuj faze fizyczna, biochemiczna i fizjologiczna

w procesie kietkowania nasion.
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Pytania pomocnicze do powtérki materiatu I

13. ALLELOPATIA. WPLYW METABOLITOW WTORNYCH
NA KIELKOWANIE NASION | WZROST SIEWEK

1. Zdefiniuj pojecia: allelopatia, zwiazki allelopatyczne, au-
totoksyczno$¢, bioherbicyd.

2. Opisz sposoby przedostawania sie zwigzkow allelopatycz-
nych do Srodowiska (podaj przyklady zwiazkow).

3. Przedstaw skutki oddzialywania zwiazkow allelopatycz-
nych na rosliny.

4. Na przykladzie wybranego zwiazku opisz wplyw zwiazkow
allelopatycznych na procesy w populacjach ro$lin.

5. Wymien zwiazki o charakterze allelopatycznym obecne
w liSciach orzecha wtoskiego i stonecznika, pedach rzezu-
chy, eksudatach nasion pomidora, stonecznika, kozierad-
kiiowsa, a takze szyszkojagodach jalowca oraz naowocni
pomaranczy.

6. Opisz sposOb przeprowadzenia biotestu oceniajacego al-
lelopatyczny wplyw metabolitow z okreslonej rosliny-do-
nora na kietkowanie i wzrost innych gatunkéw roslin (tzw.
akceptorow).

14. AKTYWNOSC ENZYMOW AMYLOLITYCZNYCH
W PRZECHOWYWANYCH ORGANACH SPICHRZOWYCH

1. Jak zbudowana jest czasteczka skrobi i czym rézni sie
amyloza od amylopektyny?

2. Przedstaw, jak warunki przechowywania wplywaja na
wartoSci odzywcze ziemniaka.

3. Opisz przemiany, w jakich uczestniczy oksydaza poli-
fenolowa.

4. Jaka reakcje katalizuje a-amylaza?

15. TEST TOLERANCJI KOMOREK ROSLINNYCH NA ABIOTYCZNE
CZYNNIKI STRESOWE

1. Zdefiniuj pojecia: stres, czynnik stresowy, reakcja stre-
sowa, stres biotyczny i abiotyczny, odpornos¢, adaptacja,
aklimatyzacja, odpowiedz lokalna i systemiczna, reakcja
stresowa specyficzna i niespecyficzna.

2. Wymien i krotko scharakteryzuj fazy odpowiedzi organi-
zmu ro$linnego na czynnik stresowy.
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. Opisz wplyw stresu zasolenia (NaCl) na oddychanie

mitochondrialne.

. Opisz wplyw stresu chlodu na oddychanie mitochondrialne.
. Opisz wplyw stresu wywolanego przez metale ciezkie (np.

Cd?¥) na oddychanie mitochondrialne.

. Opisz sposdb oceny reakeji komorek roélin na dzialanie

abiotycznego czynnika stresowego w oparciu o analize zy-
wotno$ci komorek.

REAKCJE ROSLIN NA STRES ABIOTYCZNY

CALKOWITA ZDOLNOSC ANTYOKSYDACYJNA PRODUKTOW

. Jaka funkcje pelnia peroksydazy u roslin?
. Jaka reakcje katalizuja peroksydazy?
. Wymien abiotyczne czynniki srodowiskowe wywolujace

stres u ro$lin.

. Opisz zasade metody oznaczenia aktywnosci peroksydazy

wobec gwajakolu.

SPOZYWCZYCH POCHODZENIA ROSLINNEGO

1.

Wymien reaktywne formy tlenu (RFT) bedace gléwna
przyczyna toksycznos$ci tlenu w komodrkach. Wyjasnij, dla-
czego powstawanie RFT zwigzane jest z metabolizmem
tlenowym.

. Przedstaw rownania reakcji prowadzacych do powstawa-

nia w komoérece RFT (0,"~, HO, ", H,0,, "OH, '0,).
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. Wyjaénij, kiedy dochodzi do generowania RFT w komor-

kach roélin.

. Wyjaénij, na czym polega szkodliwo$¢ RFT dla organizmu.
. Zdefiniuj pojecia: stres oksydacyjny, antyoksydant, system

antyoksydacyjny, catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna.

. Jak mozna okresli¢ efektywno$¢ dziatania nieenzyma-

tycznego systemu obrony antyoksydacyjnej?

Wymien grupy metabolitéw wtérnych (podaj przyktady)
bioracych udzial w nieenzymatycznej obronie antyoksy-
dacyjnej roslin.

. Opisz metode oznaczania CZA w oparciu o pomiar zdol-

noéci redukeyjnej antyoksydantow.

. Podaj przyklady produktéw spozywezych pochodzenia ro-

slinnego bogatych w antyoksydanty nieenzymatyczne.
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18. ZAWARTOSC KWASU ASKORBINOWEGO (WITAMINY C)
W WARZYWACH | OWOCACH

1. Opisz whaéciwosci fizykochemiczne kwasu askorbinowego.

2. Wyjaénij, dlaczego kwas askorbinowy jest jednym z gtow-
nych nieenzymatycznych antyoksydantow §rodowiska
wodnego komorki.

3. Opisz role kwasu askorbinowego u roslin.

4. Podaj wzor kwasu askorbinowego i dehydroaskorbinowego.

5. Opisz zasade jodometrycznego oznaczania zawarto$ci
kwasu askorbinowego w materiale ro§linnym.

6. Podaj przyklady produktéw spozywezych pochodzenia ro-
Slinnego bogatych w witamine C.

19. INDUKCJA TKANKI KALUSOWEJ | PEDOW PRZYBYSZOWYCH
W KULTURZE IN VITRO FIOLKA AFRYKANSKIEGO

1. Co oznacza pojecie totipotencja komoérki ro$linnej?

2. W jaki sposob zapewnia sie sterylnoé¢ roslinnych kultur
in vitro?

3. Jakie sg glowne grupy sktadnikow w pozywkach do ho-
dowli roélin in vitro?

4. Wyjaénij role regulatoré6w wzrostu w kulturze kalusa
i w procesie organogenezy.

5. Wymien gléwne etapy mikrorozmnazania roslin.

6. Jakie sa zalety i potencjalne mozliwo$ci wykorzystania
mikrorozmnazania ro$lin?

20. METABOLITY WTOBNE O ZNACZENIU PROZDROWOTNYM.
ANTRAZWIAZKI LISCI | KULTUR IN VITRO ALOESU

1. Opisz budowe antrazwigzkoéw wystepujacych w tkankach
ro$lin.

2. Krotko scharakteryzuj aktywnos$¢ biologiczna antra-
zwiazkow.

3. Wymien antrazwiazki wystepujace w liSciach aloesu, ko-
rze kruszyny, klgczu i korzeniu rzewienia, liSciach senesu
i kwiatach dziurawca.

4. Jaki proces opisuje reakcja Borntragera i jak mozna ja wyko-
rzystaé do jakoSciowej analizy antrazwiazkoéw metodg TLC?

5. Opisz metode jakoSciowego oznaczania antrachinonéw
w materiale roslinnym.
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21. ANALIZA JAI’(OS'CIO\’NA 1 ILOS'CIOVV’A WYBRANYCH
METABOLITOW WTORNYCH W ROSLINNYCH SUROWCACH
LECZNICZYCH

1. Wyjasnij pojecia: roslinne surowce lecznicze, metabolity
wtorne.

2. Opisz zasade wykrywania garbnikéw pirokatechinowych
i pirogalolowych.

3. Wyjasnij znaczenie garbnikow.

4. Scharakteryzuj alkaloidy: budowe, dzialanie i zastosowanie.

5. Podaj przyklady alkaloidow wraz z roélinami, z ktérych
sq pozyskiwane.
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