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KIELKOWANIE NASION

Kietkowanie jest faza w rozwoju rosliny, podczas ktorej nastepuje przywrocenie
aktywnos$ci metabolicznych nasienia, prowadzace do rozpoczgcia wzrostu i rozwoju siewki.

Kietkowanie nasion charakteryzujacych sig¢ spoczynkiem wzglgdnym (narzuconym)
rozpoczyna si¢ po zapewnieniu odpowiednich warunkéw uwodnienia, dostgpu powietrza
i temperatury. Natomiast aktywacja metabolizmu nasion o spoczynku glebokim
(wrodzonym), spowodowanym czynnikami endogennymi (takimi jak np. obecno$¢ okryw
nasiennych czy niedojrzato$¢ fizjologiczna zarodka) jest mozliwa dopiero po zapewnieniu
specjalnych warunkow, takich jak np. odpowiednio dlugi okres traktowania niska
temperatura (stratyfikacja).

Kietkowanie nasion wigkszosci roslin zalezy od $wiatla. Nasiona takie nazywa sig
fotoblastycznymi. W zaleznos$ci od reakcji na $wiatto dzielimy nasiona na fotoblastyczne
dodatnio, ujemnie lub tez niewykazujace fotoblastycznosci. Nasiona niewrazliwe na §wiatto
wytwarza okoto 4,5 % gatunkow. Przyktadem nasion praktycznie niewrazliwych na §wiatlo
sa nasiona wigkszo$ci roslin uprawnych w tym zbdz 1 roslin motylkowych, natomiast
dodatnia fotowrazliwoscia charakteryzuja si¢ np. nasiona sataty odm. Grand Rapids. Dla
niektorych nasion, jak np. dla nasion jemioty naswietlenie jest warunkiem koniecznym ich
kietkowania Regulacja kietkowania przez $wiatlo odbywa si¢ poprzez system fitochromowy.
W regulacji kietkowania uczestnicza takze hormony roslinne, takie jak gibereliny,
cytokininy, kwas abscysynowy, etylen.

W czasie kietkowania wyrdzni¢ mozemy nastgpujace fazy: pegcznienia, kataboliczng
i anaboliczng. Aktywacja metabolizmu podczas kietkowania nasienia polega na pojawianiu
si¢ w okreslonych tkankach i okre§lonej kolejnosci pewnych aktywno$ci enzymatycznych.
Wysoka aktywno$cia w czasie kietkowania charakteryzuja si¢ enzymy hydrolizujace
substancje zapasowe nasion. Produkty powstajace w wyniku hydrolizy substancji
zapasowych moga stuzy¢ jako substraty w innych szlakach katabolicznych lub by¢
wykorzystywane do syntez nowych zwiazkéw. Powstajace cukry proste sa substratami
w glikolizie lub szlaku pentozofosforanowym czy cyklu Krebsa. Aminokwasy bedace
koncowymi produktami hydrolizy zapasowych biatek stluza do syntezy nowych biatek
w anabolicznej fazie kietkowania. W kietkujacych nasionach ro$lin oleistych czg$¢
acetylokoenzymu A powstajacego na drodze -oksydacji kwasow tluszczowych przeksztatca
si¢ w cukry na drodze glukoneognezy, tworzac wtorna pulg latwo dostgpnych substancji

zapasowych zuzywanych w anabolicznej fazie kietkowania i poczatkowych etapach wzrostu
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siewki. Enzymy hydrolizujace substancje zapasowe nasion sa aktywowane, lub

syntetyzowane de novo. Wykazano, ze w regulacji obu tych proceséw moga uczestniczy¢

hormony ro$linne (np. giberelina, cytokinina, kwas abscysynowy).

Celem ¢wiczenia jest:

Wykazanie udzialu fitochromu, gibereliny, kwasu abscysynowego w regulacji
kietkowania fotoblastycznie dodatnich nasion sataty odm. Grand Rapids. (Zadanie 1).
Wykazanie zmian zawartos$ci skrobi i1 aktywnosci a-amylazy podczas kietkowania
ziarniakoOw jeczmienia (Zadanie 2).

Wykazanie zamiany tluszczow w cukry podczas kietkowania nasion stonecznika

(Zadanie 3).

Zadanie 1. Udzial fitochromu, gibereliny i kwasu abscysynowego w regulacji

Kkielkowania nasion salaty

Materiat rodlinny stanowia fotoblastycznie dodatnie nasiona salaty odm Grand Rapids.

Przebieg doswiadczenia - do§wiadczenie wykona¢ w 2 powtdrzeniach biologicznych.

1. Odwazona porcje nasion namoczy¢ w wodzie destylowanej przez 1 godzing w zlewce

szczelnie ostonigte) folig aluminowa.

Szalki Petri'ego wylozy¢ 2 krazkami bibuly filtracyjnej, a nastgpnie zwilzy¢ 2 ml
odpowiedniego roztworu; H,O (10 szalek), GAs w stezeniu 5 x 10° M (4 szalki),
ABA w stezeniu 10° M (4 szalki).

Po zakonczonej imbibicji nasiona 1 szalki przenies¢ do ciemni biologicznej
z wlaczonym S$wiatlem zielonym. Na kazda szalke wytozy¢ po 40 nasion,
a nastgpnie naswietli¢ §wiattem biatym (2 min), czerwonym (2 min) lub daleka
czerwienia (10 min) zgodnie z zamieszczonym schematem naswietlan. Szalki
Z nasionami nie wymagajacymi naswietlania umiesci¢ w ciemnym, szczelnym

pudetku i chroni¢ przed przypadkowym naswietleniem.



Schemat naswietlan

Warunki naswietlania
ciemno$¢ | $w. biale | czerwien daleka czerwien
Podloze Symbol czerwien
© ® ®) FR) ®
H.O C + - - - -
H,0 B - + - - -
H,O R - - + - -
H,0 FR - - - + -
H,0 R-FR-R - - + + +
GA; GA-C + - - - -
GA3 GA-FR - - - + -
ABA ABA-C + - - - -
ABA ABA-R - - n 3 3

Po zakonczeniu naswietlania nasion wszystkie szalki umie$ci¢ w ciemnym szczelnym
pudetku i pozostawi¢ w termostacie w temperaturze 25°C na 24 godziny.
Po 24 godzinach policzy¢ wykielkowane nasiona, wyniki wyrazi¢ w % kietkowania nasion

1 umiesci¢ w tabeli:

Tabela 1. Wplyw Swiatla na kielkowanie (%) nasion salaty odm. Grand Rapids

Czynnik swietlny i hormonalny
Powtorzenie R-FR-| GA- | ABA- | GA- | ABA-
C B R FR R C C FR R
1
2
Srednia

Opisac krotko doswiadczenie, omowi¢ wyniki, wyciagna¢ wnioski.



Zadanie 2. Aktywno$¢ a- amylazy oraz zawartos$é skrobi podczas kietlkowania

ziarniakow jeczmienia i wczesnych etapow wzrostu siewek

Material roslinny stanowia ziarniaki jeczmienia po 12 godz. i 1, 2, 4, 6, 11 dniach

kielkowania w ciemno$ci.

Przebieg do$wiadczenia

Oznaczenie aktywnosci - amylazy

1. 2 ziarniaki kietkujace w ciemnosci przez 12 godz. i 1, 2, 4, 6, 11 dni (po uprzednim
usunigciu koleoptyla i korzeni) rozetrze¢ w mozdzierzu z 1 ml 0,1 M buforu
octanowego (pH 4,8) zawierajacego 20 umoli CaCl,. Uzyskany homogenat przenies¢
do probéwek wiréwkowych, przeptukujac mozdzierz 2 ml buforu (lacznie nalezy
uzy¢ 3 ml buforu). Probéwki umiesci¢ w wirowce i odwirowa¢ przez 10 min przy
3000 g. Po wirowaniu nadsacz zla¢ i oznaczy¢ w nim aktywnos¢ a- amylazy (w 2
powtorzeniach).

2. Pobra¢ 100 pl nadsaczu, przenie$¢ do proboéwki i doda¢ 1 ml roztworu skrobi. Proby
inkubowa¢ 10 min w temperaturze 37°C. Reakcj¢ enzymatyczna przerwaé dodajac
1 ml ptynu Lugola w 0,05 M HCI. Nastgpnie do kazdej probéwki doda¢ po 5 ml
wody destylowanej i odczyta¢ absorbancje proby przy A = 620 nm, wobec plynu
Lugola (odpowiednio rozcienczonego) jako proby $lepej. Rownolegle przygotowaé
enzymatyczna probg $lepa (100 pl odpowiedniego ekstraktu + 1 ml ptynu Lugola +
1 ml skrobi + 5 ml wody destylowanej) — odczyta¢ absorbancje (wobec
rozcienczonego ptynu Lugola) — czas ,,0”. Aktywno$¢ enzymu jest wyrazona
ubytkiem skrobi. To roznica migdzy absorbancja w czasie ,,0” a absorbancja
mierzong po 10 min. inkubacji. Aktywno$¢ a-amylazy wyrazi¢ w jednostkach

aktywnos$ci — A absorbancji/ziarniak/min.

Oznaczanie zawartosci skrobi rozpuszczalnej

1. 5 ziarniakow jeczmienia kietkujacych w ciemnosci przez 12 godz., 1, 2, 4, 6, 11 dni
(po uprzednim usunigciu koleoptyla 1 korzeni) rozetrze¢ w mozdzierzu z 2 ml wody
destylowanej. Homogenat przenies¢ do proboéwek wirowkowych, przeptukujac
mozdzierze 3 ml wody (faczna objeto$¢ homogenatu wynosi 5 ml). Proby wymieszaé
1 umiesci¢ we wrzacej tazni wodnej na 20 min. Nastgpnie proby ochlodzié
1 odwirowac przez 10 min przy 3000 g. Po wirowaniu zla¢ nadsacz i oznaczy¢ w nim

zawarto$¢ skrobi rozpuszczalnej (w 2 powtorzeniach, wg pkt. 2).
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2. Pobra¢ 100 pl nadsaczu, przenies¢ do probowki, doda¢ 1 ml ptynu Lugola oraz 5 ml
wody destylowanej. Odczyta¢ absorbancje¢ prob przy A = 620 nm wobec
rozcienczonego (5 x) pltynu Lugola jako proby Slepe;.

Ilo$¢ skrobi odczyta¢ z krzywej wzorcowej. Zawartos¢ skrobi wyrazi¢ w mg/ziarniak.

Wyniki umiesci¢ w tabeli.

Tabela 1. Zmiany aktywno$ci a- amylazy oraz zawarto$ci skrobi rozpuszczalnej
odczas kielkowania ziarniakow jeczmienia.

czas . Jedn. akt a- amylazy | Skrobia
Absorbancja (620 nm) o
kielkowania A absorbancji/ mg/ziarniak

czas”0” po inkubacji | ziarniak /min

ziarniakow

12 godz.

1 dzien
2 dni
4 dni
6 dni
11 dni

Opisac krotko doswiadczenie, omowi¢ wyniki, wyciagna¢ wnioski.

Zadanie 3. Zamiana tluszczéw w cukry podczas kielkowania nasion roslin oleistych

Materiat roélinny stanowia suche nasiona stonecznika oraz liscienie 10 dniowych siewek

rosnacych w ciemnosci.

Przebieg doswiadczenia — do§wiadczenie wykonaé¢ w 2 powtdrzeniach biologicznych

1. Odwazy¢ 2 x po 2,5 g liScieni 10-dniowych siewek stonecznika, wypluka¢ w wodzie
destylowanej i umiesci¢ w 2 probéwkach zawierajacych 5 ml wody destylowanej.
W kolejnych 2 probowkach umiesci¢ po 0,25 g suchych zarodkéw stonecznika — tzn.
nasion pozbawionych tupiny nasiennej. Suche zarodki takze zala¢ 5 ml wody
destylowanej. Wszystkie probowki umiesci¢ na 10 min we wrzacej tazni wodnej

2. Po wystudzeniu proby przesaczy¢é przez saczki karbowane. Przesacz stuzy do
dalszych oznaczen.

3. Z kazdej proby biologicznej pobra¢ do 2 probdéwek po 1 ml przesaczu. Do jednej

probowki dodac kilka kropli 2 M roztworu HCI 1 wstawi¢ probowki do wrzacej tazni
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wodnej na 10 min. Po wystudzeniu prob zawarto$¢ proboéwki zobojgtnic 2 M
roztworem NaOH wobec papierka wskaznikowego (HCI i NaOH dodajemy bardzo
ostroznie!). Po zobojetnieniu wyrowna¢ woda objetosci proboéwek, do ktorych
dodawano HCI 1 probowek zawierajacych tylko 1 ml przesaczu. Do obu probowek
doda¢ po 0,5 ml odczynnika Fehlinga A i1 B (odczynnik Fehlina A — roztwér CuSOy,
odczynniki Fehlinga B — zasadowy roztwor winianu sodowo-potasowego). Probowki
umiesci¢ na 2 minuty we wrzacej tazni wodnej. Porownaé ilo§¢ powstatego Cu,O
w probdéwkach, do ktérych wezesniej dodano HCI 1 probdéwkach zawierajacych tylko
przesacz z nasion. Takie same reakcje przeprowadzi¢ z wyciagiem z suchych

zarodkow stonecznika i porowna¢ wyniki do§wiadczenia.

Opisac¢ krotko doswiadczenie, wyciagna¢ wnioski.
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ORGANOGENEZA W ROSLINACH W WARUNKACH in vitro

Rozwdj roslin jest wynikiem wzrostu i rdznicowania si¢ komoérek. Procesy te zachodza
w trakcie kolejnych etapéw rozwoju osobniczego (ontogenezy). Jednym z przejawdw
procesu roznicowania jest powstawanie organow roslinnych, czyli organogeneza.

Zywe komorki ro$linne (niezaleznie, z jakiej tkanki pochodza), uwolnione spod wptywu
ro$liny macierzystej, dos¢ tatwo podlegaja odroznicowaniu. Mozliwos¢ zmiany rozwoju
komorek w innym (niz dotychczasowy) kierunku swiadczy o tym, ze proces réznicowania nie
wiaze si¢ ze zmianag jej podstawowej informacji genetycznej. Obserwowane w trakcie
réznicowania zmiany w rozwoju sa wynikiem zréznicowanej ekspresji genow. Komérki
roslinne sa zatem totipotencjalne, tzn. kazda zywa komorka zawiera peina informacje
genetyczng 1 moze podjac rozwoj w kazdym kierunku.

W regulacji réznicowania komorek uczestnicza hormony produkowane przez rosliny.
Swiadczy o tym m.in. fakt, ze wptyw roéliny macierzystej (produkujacej hormony) na
réznicowanie si¢ organdw mozna zastapi¢ i przyspieszy¢ dziataniem podanego z zewnatrz
(egzogennego) hormonu.

Najbardziej przekonujace dowody na udzial hormonow w rdéznicowaniu pochodza
z doswiadczen z zastosowaniem hodowli izolowanych czgsci roslin w warunkach sterylnych
in vitro. Izolacja fragmentéw ros$lin eliminuje korelacyjne oddzialywania rosliny
macierzystej, ktore moga by¢ zastapione przez odpowiednio dobrane warunki hodowli. Typ
wzrostu wyizolowanego fragmentu rosliny (eksplantatu) i roznicowanie si¢ organow zaleza
od iloSciowej rownowagi pomigdzy dwoma hormonami ros§linnymi auksyna i cytokinina.
Obecnos¢ obu tych hormondéw jest niezbedna do przeksztalcenia zrdznicowanych tkanek
eksplantatu w tkanke kalusowa (odroznicowanie). Zwigkszenie w pozywce hodowlanej
stosunku cytokininy do auksyny indukuje powstawanie pedow, a nadmiar auksyny wzgledem
cytokininy — tworzenie si¢ korzeni.

Hodowla in vitro jest nie tylko prostym modelem doswiadczalnym do badania procesow
zwigzanych z rdéznicowaniem si¢ tkanek 1 organdéw, lecz jest takze intensywnie

wykorzystywana do celow praktycznych jak np. mikrorozmnazanie roslin.

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z metoda hodowli ro§lin w warunkach in vitro oraz

wykazanie na przykladzie stymulowanego hormonami powstawania  organow
(organogenezy), ze komorki roslinne sa zdolne do zmiany swojego programu réznicowania

I rozwoju.
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Indukcja powstawania pedéw i korzeni u Inu (Linnum usitatissimumm L..)

w kulturach in vitro

Materiat do doswiadczen stanowia fragmenty hipokotyli Inu izolowane z 9 dniowych siewek

wyhodowanych na statym podiozu agarowym w sterylnych warunkach, przy 16 godzinnym

fotoperiodzie.

Przebieg do§wiadczenia

1 dzien doswiadczenia

Przygotowano 12 stoikdw przeznaczonych do hodowli in vitro (po 2 na kazdy wariant

doswiadczenia). Skalpele i pesety zostaly wysterylizowane w autoklawie przez 45 min

w temperaturze 121°C.

Przygotowanie pozywek do indukecii organogenezy w izolowanych hipokotylach siewek Inu.

W zlewce na 500 ml przygotowaé¢ 300 ml pozywki Murashige i Skooga (4,43g/l).
Odpowiednia nawazke pozywki rozpusci¢ w wodzie, a nast¢pnie doda¢ sacharozy — tak
aby koficowe stgzenie cukru w pozywce wynosito 3%. Pozywke rozla¢ po 50 ml do 6
opisanych zlewek. Do pozywki podstawowej doda¢ odpowiednie iloSci hormondéw —
auksyny 1/lub cytokininy, w celu uzyskania wariantow A-F (patrz ponizej). Obliczy¢

jaka objeto$¢ kazdego z hormondéw nalezy dodaé¢ do 50 ml pozywki aby uzyskaé

odpowiednie stezenie koncowe.

Doprowadzi¢ pH pozywek do wartosci 5,8 (przy pomocy 0,1M KOH) i przela¢ po 25
ml kazde; pozywki do 2 stoikow dla kazdego wariantu doswiadczalnego (stoiki
odpowiednio 1 wyraznie opisac). Nastgpnie do kazdego stoika wsypa¢ porcjg agaru w
takiej ilosci, aby koncowe jego stgzenie wynosilo 8 g/l. Stoiki zamkna¢, umiesci¢ w
autoklawie i sterylizowa¢ przez ok. 25 min w temperaturze 121°C. Po wyjeciu

z autoklawu pozostawi¢ pozywke do zestalenia pod laminarem do nastgpnego dnia.

Uwaga ! — wyjsciowe stezenie BA i 2.4 D wynosi 1mg/ml

2,4 D — kwas 2,4-dwuchlorofenoksyoctowy

BA — benzyloaminopuryna
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— kontrola (pozywka bez hormonow)
— 2,4D (Amg/l)

BA (1mg/l)

- 2,4D (mg/l) + BA (Img/l)

- 24D (@Amg/l) + BA(0,1mg/l)
- 24D (0,1mg/l) + BA (Img/l)

m m o O W >
|

2 dzien do$wiadczenia

Praca pod wyciagiem laminarnym. Z otrzymanych sterylnych hodowli delikatnie
wyja¢ siewki Inu. Umiesci¢ na sterylnych szalkach Petri’ego. Uwaza¢ aby nie
uszkodzi¢ mlodych siewek! Nastgpnie sterylnym skalpelem wycia¢ 2 cm fragmenty
hipokotyli. Umiesci¢ po 3 szt. hipokotyli (lub wigcej, w zaleznosci od ilosci
dostepnego materiatu) w przygotowanych wezesniej stoikach zawierajacych pozywke
z r6znymi kombinacjami hormonow roslinnych (A, B, C, D, E, F). Sterylna kulture
hipokotyli umiesci¢ w komorze hodowlanej na 4 tygodnie, w temperaturze 24°C
w dzien i 22°C w nocy, przy 16 godzinnym fotoperiodzie (tzn. 16 godz. $§wiatto —
dzien, 8 godz. ciemno$¢ — noc)

W trakcie 4-tygodniowej hodowli w w/w warunkach prowadzi¢ obserwacje rozwoju
fragmentow hipokotyli w poszczegdlnych wariantach do$wiadczenia. Wyniki zestawié

w tabeli, zaznaczajac pojawianie si¢ tkanki kalusowej, pedow 1 korzeni.

Tabela 1. Wplyw hormonéw na powstawanie tkanki kalusowej i odtwarzanie organow
roslinnych w kulturach izolowanych fragmentow hipokotyli Inu.

stgzenie hormonow w pozywce efekt morfogenetyczny
mg/l kalus ped korzen

24D BA
0 0
1 0
0 1
1 1
0,1 1

1 0,1

Przedyskutowac rolg auksyn i cytokinin w regulacji réznicowania si¢ organdéw in vitro, oraz

wplyw stgzenia hormonow 1 wzajemnych ich proporcji na pojawianie si¢ pedow 1 korzeni.
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FOTOSYNTEZA

Podczas fotosyntezy roslin oraz glonow $wiatto powoduje przeptyw elektronéw od H,O
do NADP" z wytworzeniem O, i NADPH. Biora w tym udziat barwniki chloroplastow,
glownie chlorofile, zorganizowane w dwodch fotosystemach (PSI i PSII), ktore taczy tancuch
przeno$nikow elektronow i protonéw. W czasie przeptywu elektronéw, protony sa
przenoszone w poprzek blony tylakoidowej do lumen, co wytwarza gradient potencjatu
elektrochemicznego. Kiedy protony przemieszczaja si¢ z powrotem, poprzez kompleks
syntazy ATP, powstaje ATP. Szereg zwiazkow (tzw. rozprzggaczy) niweluje ten gradient
i synteza ATP nie zachodzi. Produkty reakcji $wietlnych (NADPH i ATP) zuzywane sa

w reakcjach ciemniowych (do wiazania CO, w cyklu Calvina).

Celem ¢éwiczenia jest poznanie:

1. Metody badania aktywnosci fotochemicznej izolowanych chloroplastow.
2. Sposobu oznaczania fotosyntezy w $rodowisku wodnym przy pomocy elektrody

tlenowej oraz wptywu CO, na proces fotosyntezy.

Zagadnienia wymagane w przygotowaniu teoretycznym do éwiczenia:

1. Reakcje $wietlne (transport elektronéw, wytwarzanie NADPH i1 ATP).
2. Reakcje ciemniowe (karboksylacja i oksygenacja RuBP, cykl Calvina).
3. Fotosynteza typu Cs, C4, C5—C4, CAM.

4. Fotooddychanie.

Zadanie 1. Reakcja Hilla

Cwiczenie zapoznaje z metoda oznaczenia aktywnosci fotochemicznej izolowanych

chloroplastow.

Reakcja fotochemiczna, czyli uwolnienie elektronu z centrum reakcji PSI i PSII, zachodzi
wtedy, kiedy dostepny jest zaréwno akceptor, jak i donor elektronu. W badaniach na
izolowanych chloroplastach (lub tylakoidach), a zwtaszcza przy pomiarze aktywnosci PSI lub
PSII, stosowane sa sztuczne donory i akceptory elektrondw (np.: askorbinian, benzochinon,
metylviologen).

Zastosowanie zelazicyjanku jako akceptora elektrondéw pozwala na oznaczenie tacznej

aktywnosci PSI 1 PSII, gdyz, ze wzgledu na jego wlasciwosci (nieprzenikalno$¢ przez btong
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tylakoidu, wysoki potencjat oksydoredukcyjny En7 = 430 mV), przejmuje on elektrony z obu

fotosysteméw (reakcja Hilla). W obecnosci zelazicyjanku izolowane chloroplasty wydzielaja

O, na $wietle, a elektrony powstate z rozszczepienia H,O redukuja zelazicyjanek do

zelazocyjanku. Inhibitory, ktére hamuja transport elektronéw pomiedzy PSII i PSI, np.

DCMU (3-(3,4-dichlorofenylo)-1,1-dimetylomocznik; nazwa handlowa: Durion — wiaze si¢

z Qg, tj. jednym z przenos$nikow elektronéw), hamuja réwniez wydzielanie tlenu przez

chloroplasty.

Wykonanie ¢wiczenia

1.

a)

b)

Izolowanie chloroplastow.

Przygotowaé mieszaning do izolacji chloroplastow w nastgpujacy sposob: odwazy¢
13,6 g sacharozy w zlewce, doda¢ 50 ml buforu fosforanowego (0,05 M, pH 7,8) i 10
ml 0,1 M roztworu NaCl, i rozpusci¢. Nastepnie, przela¢ do cylindra i uzupetni¢ woda
do objetosci 100 ml. Celem wymieszania roztworu przelewac kilkukrotnie z cylindra
do zlewki i pozostawi¢ w cylindrze.

Odwazy¢ 15 — 18 g fragmentéow z lisci sataty i homogenizowa¢ w 90 ml
przygotowanej mieszaniny; 10 ml pozostawi¢. Homogenat przesaczy¢ przez
odpowiedni materiat do saczenia chloroplastow np. fizeling, przesacz przenie$¢ do 2
probowek wirowkowych i wirowaé¢ w 5°C przez 10 min przy 3000 obr./min (ok. 2000
x g) w wirowce MPW 370.

Supernatant odrzuci¢, a do osadu zawierajacego chloroplasty doda¢ niewielka ilos¢
mieszaniny izolacyjnej (3 — 4 ml) i wymiesza¢ bagietka. Chloroplasty zebrane z obu
probowek przenies¢ do homogenizatora Pottera. Jednorodna zawiesing chloroplastow

przenie$¢ do matej zlewki 1 umiesci¢ w lodzie.

Redukcja zZelazicyjanku przez chloroplasty.

Przygotowaé mieszaning reakcyjng z nastgpujacych sktadnikow:

0,10 M bufor fosforanowy, pH 8,0 -20ml
0,03 M chlorek magnezowy (MgCly,) -5ml
0,25 M chlorek potasowy (KCI) -5ml
0,01 M zelazicyjanek potasowy (KsFe(CN)g) -5ml

Roztwory w/w ilosciach przenie$¢ do 50 ml kolby miarowej i uzupeli¢ woda.

Nastepnie, do 16 probowek odpipetowac po 3 ml tej mieszaniny.
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A) Do 10 probéwek z mieszaning reakcyjna doda¢ po 0,2 ml zawiesiny chloroplastow
1 wymiesza¢. Dwie proboéwki przenies¢ do ciemnosci, a pozostate na §wiatlo. Po 2, 4,
6 oraz 8 lub 10 min o$wietlania dodawa¢ do kolejnych par probéwek po 0,5 ml 25%
kwasu rojchlorooctowego (TCA), w celu przerwania reakcji. Probowki wymieszac.
Po zakonczeniu oswietlania, do probéwek z ciemnosci rowniez doda¢ TCA.
Zawarto$¢ poszczegolnych probowek przesaczy¢ do probowek suchych. Zmierzy¢
absorbancje roztworow przy dlugosci fali 420 nm.

B) Do 6 probowek doda¢ po 0,2 ml zawiesiny chloroplastow i wymiesza¢. Dwie
proboéwki stanowia kontrole, a do nastgpnych doda¢ DCMU w stezeniu 2,5 pM 1 10
uM, tj. po 7,5 wl 1 30 pul z 1 mM roztworu DCMU (dostarczonego przez
prowadzacego zajgcia). Po 8 lub 10 min o$wietlania (zaleznie od wyniku
w do$wiadczeniu A) przerwaé reakcje jak poprzednio (TCA) i po przesaczeniu

zmierzy¢ absobrancjg.

Opracowanie wynikow

Zalezno$¢ absorbancji od czasu o$wietlania chloroplastow, jak i stezenia DCMU,
przedstawi¢ na wykresie. Zapisa¢ rownanie reakcji redukcji zelazicyjanku. Opisaé

1 przedyskutowac wyniki. Zapisa¢ wnioski.

Zadanie 2. Wydzielanie tlenu podczas fotosyntezy (éwiczenie w czesci demonstracyjne)

Cwiczenie zapoznaje ze sposobem oznaczenia fotosyntezy w $rodowisku wodnym przy

pomocy elektrody tlenowej oraz z wptywem CO; na natgzenie wydzielania Oo.

Podczas fotosyntezy, rosliny oraz glony, wiaza CO; (reakcje ciemniowe) i wydzielaja O3
(reakcje $wietlne). Przebieg tych reakcji (faz fotosyntezy) jest wzajemnie powiazany
(sprz¢zony), gléwnie poprzez szybko$¢ wytwarzania oraz zuzywania NADPH i1 ATP.
W obecnosci CO; w chloroplastach, NADPH 1 ATP sa zuzywane w cyklu Calvina do
redukcji 3-fosfoglicerynianu (PGA) do aldehydu 3-fosfoglicerynowego (G3P). Ciagle
odtwarzanie akceptora elektronéw (NADP®) oraz ADP warunkuje prawidlowe dzialanie
tancucha transportu elektronow/protonéow oraz mechanizmu rozktadu H,O. Ograniczenie
dostepnosci CO; do chloroplastow powoduje spadek natezenia wydzielania tlenu,

a intensywnemu wiazaniu CO; w fotosyntezie towarzyszy intensywne wydzielanie tlenu.
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Wykonanie ¢wiczenia

1.
2.

Skalibrowa¢ miernik elektrody wedlug udzielonej instrukcji.

Fragment liscia (ok. 1 x 8 cm, z uszkodzona epiderma) umiesci¢ w termostatyzowanej
(25°C) kamerze. Wtozy¢ mieszadto i umiesci¢ kamerg na mieszadle magnetycznym.
Do kamery wprowadzi¢ ok. 13 — 15 ml buforowego roztworu KH,PO4 w stezeniu 50
mM (pH 7.2). Wilaczy¢ mieszanie i oswietlenie. Przeplukiwaé azotem technicznym
przez okoto 10 — 15 min, celem maksymalnego obnizenia st¢zenia CO; i O, W
roztworze i w liSciu.

Przerwa¢ przeplukiwanie azotem i natychmiast umiesci¢ elektrodg¢ w kamerze, tak
aby pod czujnikiem elektrody nie bylo pecherzykow gazu. Wiaczy¢ rejestrator.
Rejestrowaé na tasmie, w ciagu kilku minut, zapis st¢zenia O,. Przy braku lub
minimalnej ilosci CO, w fazie wodnej (i w komorkach liscia) O, nie powinien by¢
wydzielany z wigkszym nat¢zeniem (pewna ilos¢ CO, moze pochodzié
z mitochondriow).

Przy pomocy igly i strzykawki wprowadzi¢ do kamery 0,1 ml 1 M roztworu NaHCOs.
Rejestrowaé zmiany w st¢zeniu O, podczas okresu fotosyntezy, a po zaciemnieniu

kamery — zmiany w stezeniu O, podczas okresu oddychania.

Opracowanie wynikow

Na podstawie zarejestrowanych zapisow w zmianie st¢zenia O, na $wietle (przed i po

podaniu NaHCOg3) oraz w ciemnosci (i objetosci kamery pomiarowej 10 ml) obliczy¢

natgzenie fotosyntezy netto (Pn) oraz natgzenie oddychania (DR) na jednostke powierzchni

liscia (w mg Oz m?s™). Podaé stezenie NaHCO3; w roztworze. Na podstawie rownania

Hendersona-Hasselbacha (pH = pK; + log [HCO3]/[CO;]) obliczy¢ stezenie CO,, przy

ktorym zachodzilo wydzielanie tlenu. Przyjaé warto$¢ pK; = 6,365 dla temperatury 25°C.

Przebieg zmian w wydzielaniu i pobieraniu O, przedstawi¢ schematycznie w postaci

rysunku. Opisac i przedyskutowac¢ wyniki, napisa¢ wnioski.

Zadanie 3. Fluorescencja chlorofilu a jako miara aktywnosci fotosyntetycznej lisci

Swiatto absorbowane przez czasteczke chlorofilu wprowadza ja w stan wzbudzenia,

poprzez przeniesienie elektronu ze stanu podstawowego na orbital o wyzszej energii.

Chlorofil (Chl) absorbuje $wiatto niebieskie i czerwone, przy czym kwanty S$wiatla

niebieskiego (o wyzszej energii niz $wiatta czerwonego) powoduja przejscie elektronu na
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wyzszy poziom energetyczny, zwany drugim singletowym stanem wzbudzenia (S2). Stan S2
jest nietrwaty i niemal natychmiast (102 s) nastepuje nieradiacyjny (z emisja ciepta) powrot
na poziom energetyczny zwany pierwszym stanem singletowym (S1), odpowiadajacy energii
dla kwantéw $wiatla czerwonego. Stan S1 jest na tyle trwatly (10'8 s), ze pozwala na
uruchomienie fotosyntetycznego transportu elektronéw. Jednak nie wszystkie elektrony
z tego stanu wzbudzenia sa wykorzystane do procesow fotochemicznych i czg¢$¢ z nich
powraca do stanu podstawowego, w czasie 1 ns, oddajac energi¢ w formie promieniowania
swietlnego (fluorescencja) i/lub termicznego. Poniewaz powro6t ten nastepuje z poziomu
pierwszego stanu wzbudzenia, to emitowany kwant §wiatla ma energie odpowiadajaca barwie
czerwonej. Emisji fluorescencji zawsze towarzyszy emisja ciepta, wigc emitowany kwant ma

mniejsza energig, a zatem jest o dtuzszej fali niz §wiatlo absorbowane.

Intensywnos$¢ fluorescencji zalezy od ilosci czasteczek chlorofilu znajdujacych sig
aktualnie w stanie wzbudzonym (o tzw. zamknigtych putapkach energetycznych, niezdolne
do przyjmowania elektronéw). Im jest ich wigcej tym intensywniejsza fluorescencja,
osiagajaca maksymalnie 3 — 5% pochtonigtego $wiatta. W lisciach zaadaptowanych do
ciemnosci, putapki energetyczne sa otwarte i fluorescencja stanowi ok. 0,6% pochlonigtego
Swiatta. Fluorescencja Chl a odzwierciedla aktywnos$¢ aparatu fotosyntetycznego 1 jest miarg

aktywnosci fotosyntetycznej liScia.

Fluorescencja mierzona w temperaturze pokojowej pochodzi gléwnie z anten
energetycznych fotouktadu II (PSII), natomiast w temperaturze ciektego azotu (77 K, tzn.
-196°C) mozna dokona¢ pomiaru fluorescencji pochodzacej z anten PSI oraz czegsci

rdzeniowej centrum reakcji PSII.

Analiza parametrow fluorescencji Chl a pozwala ocenia¢ aktywnos¢ fotosyntetyczng in
VIVO co jest szczegllnie przydatne w sytuacjach oddzialywania na rosliny roéznorodnych

stresow Srodowiskowych, ktore powoduja uszkodzenia w obrgbie PSII.

Pomiary fluorescencji Chl a rozpoczyna si¢ od os$wietlania lici zaadaptowanych
(15 — 20 minut) do ciemnosci, $wiattlem o takiej intensywnosci, aby mozliwie wszystkie
putapki energetyczne byly otwarte. Nastepuje wowczas emisja fluorescencji o stabym
nat¢zeniu zwana fluorescencja podstawowa (Fo) (Rys. 1). Nastgpnie fluorescencja narasta do
momentu az wszystkie putapki energetyczne PSII ulegaja zamknigciu 1 natgzenie
fluorescencji jest wowczas maksymalne (Fm). Réznica migdzy fluorescencja maksymalna

(Fm) a podstawowa (Fo) nosi nazwe fluorescencji zmiennej (Fv). Wydajnosé fluorescencji
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(Fv) moze spada¢ pod wptywem stresowych czynnikéw srodowiska, uszkadzajacych btony
tylakoidow. Czas, w ktorym fluorescencja osiaga potowe wartosci Fm okreslamy jako t1/2.
Parametr ten okres$la wielko$¢ systemow antenowych i ilo$¢ puli plastochinonowej, jest
nizszy np. u roslin przystosowanych do niskich nat¢zen $wiatta (z uwagi na obecnos¢
wigkszych anten 1 nizsza pul¢ plastochinonu) w pordéwnaniu z ros§linami rosnacymi
w wysokich nat¢zeniach §wiatla. Analiza parametrow fluorescencyjnych pozwala wigCc na

okreslenie stanu fizjologicznego rosliny.

faza szybka faza wolna
F —» >

F,

T 1T 2 1 3 [ 4 i

ciemnosé czas oswietlania (min) ciemnos¢

Rys. 1 Kinetyka fluorescencji chlorofilu a.
Fs — fluorescencja stata; Fs’ i Fs’”> — fluorescencja stata podczas zwigkszajacego sig stresu.

Celem_doswiadczenia jest okreslenie, na podstawie oceny parametrow fluorescencyjnych

Chl a, stanu aparatu fotosyntetycznego liSci prosa lub kukurydzy poddanych dziataniu

czynnikow stresowych.

Wykonanie ¢wiczenia

Fluorescencje chlorofilu a oznaczamy wykorzystujac trzytygodniowe liscie roslin prosa lub
kukurydzy rosnacych przy nat¢zeniach $wiatta 400 pmol m? st Do pomiardw pobieramy
srodkowy, ok. 12 cm fragment trzeciego i czwartego liScia. Odcigte liscie umieszczamy na 24
godziny w nastgpujacych warunkach:

1. kontrola — liscie umieszczone w wodzie w temp. 25°C.
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liScie umieszczone w temperaturze 4°C.
liscie umieszczone w temperaturze 35°C.

liscie poddane dziataniu 1 M roztworu NaCl w temp. 25°C.

o~ w N

liscie poddane dziataniu 5 mM roztworu Pb(NOs), w temp. 25°C.

Po 24 godzinach wykonujemy pomiary. Za pomoca klamer zaciemniamy (na 15 min)
srodkowa czg$¢ badanego fragmentu liscia. Pomiaru dokonujemy przy pomocy Bio Monitora
S.C.LAB PSM (Plant Stress Meter), Sweden. Mierzymy nastgpujace parametry indukcji

fluorescencji chlorofilu a:

Fo fluorescencja podstawowa probki adaptowanej do ciemnos$ci
Fm fluorescencja maksymalna probki adaptowanej do ciemnosci
Fv fluorescencja zmienna (Fm - Fo = Fv)

t2 Y czasu potrzebnego do osiagni¢cia Fm

Fv/Fm maksymalna wydajno$¢ kwantowa PSII probki adaptowanej do ciemnosci

Uzyskane wyniki zestawiamy w tabeli, dyskutujemy i zapisujemy wnioski. Wyniki

przedstawiajace Fv/Fm ilustrujemy w postaci rysunku.
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ODDYCHANIE

Oddychanie to proces utleniania zwiazkdéw organicznych. W oddychaniu tlenowym,
gdzie czynnikiem utleniajacym jest O, produktami sa woda, dwutlenek wegla oraz energia.
Oddychanie zachodzi w mitochondriach — organellach komérkowych otoczonych podwojna
btona. Podstawowym celem oddychania zachodzacego w mitochondriach jest produkcja
ATP. Powstaje ono w procesie zwanym fosforylacja oksydacyjna. Tlen redukowany jest przy
uzyciu elektronow pochodzacych z NADH i bursztynianu. Przeniesienie elektronow na tlen
nastgpuje stopniowo, przy udziale przeno$nikéw elektronow — zwiazkéw ulegajacych
procesom utleniania i redukcji. Schematyczna budowe roslinnego tancucha oddechowego
przedstawia Rys. 1.

W sklad drogi cytochromowej wchodza cztery kompleksy biatkowe oraz cytochrom c,
pula ubichinonu i syntaza ATP.

Przestrzen miedzyblonowa

H NAD(P)H NADP)* o o+ A “H+
/ - _,.—-,.\‘l’-'-—.\’,-'-—.\__,-—'{7 ‘ ‘-‘«"7 - -."“7 v y” ',,,-,_\.‘ l V.‘.‘.: ! : ,
( 000(., 900 O DU )
- S S i
v —— - ] SR el
S = B T 4 =

w S I~ i
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:

Q AD N ‘I. AOX L’L i

Y 4 \

€ « €= N
7 /\ [\ 02
NADH | NAD* H,0
NAD(P)H NAD(P)*

Bursztynian Fumaran

H+
H+
Matrix

Rys. 1. Budowa laicucha oddechowego w mitochondrium ro§linnym. Kolor szary — kompleksy
bialkowe zwigzane z droga cytochromowa, kolor biaty — alternatywne biatka przenoszace elektrony;
C — cytochrom ¢, Q — pula ubichinonu, AD — alternatywne dehydrogenazy NAD(P)H, AOX —
oksydaza alternatywna, UCP — biatko rozprzegajace, AuH" — elektrochemiczny gradient protonowy;
zwrdo¢ uwage na centralna pozycje ubichinonu oraz na fadunki po obu stronach blony.
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Transportowi elektronow towarzyszy przemieszczanie si¢ protondw w poprzek blony,
powstaje elektrochemiczny gradient protonowy (ApH®), warunkujacy syntezg ATP.
Specyficzna cecha mitochondriow roslinnych, jest obecno$¢ alternatywnych bialek
przenoszacych elektrony (Rys. 1) i zwiazanych z nimi niefosforylacyjnych droég transportu
elektronéw. Oksydaza alternatywna (AOX) to biatko majace zdolno$¢ redukowania O, do
H.O, jednak procesowi temu nie towarzyszy synteza ATP, a energia wydzielana jest jako
ciepto.

Zewngtrznym wyrazem procesu oddychania jest wymiana gazowa pomigdzy organizmem
a $§rodowiskiem zewngetrznym. U organizméw oddychajacych tlenowo sprowadza si¢ ona do
pobierania O, i wydzielania CO,. Oznaczajac ilosciowo wymieniane na drodze oddychania
gazy, mozna wyznaczy¢ wspotczynnik oddechowy (RQ), wyrazony jako stosunek liczby
czasteczek wydzielonego dwutlenku wegla do liczby czasteczek pobranego tlenu. O wartosci
RQ decyduje rodzaj utlenianego substratu: im bardziej zredukowany jest substrat, tym wigcej
potrzeba czasteczek Oy, aby go utlenié, a to wptywa na wzrost RQ. Na natg¢zenie oddychania
z kolei ma wpltyw szereg czynnikow zewngtrznych, jak stgzenie tlenu i dwutlenku wegla,

wilgotnos¢, temperatura, $wiatto, zawarto$¢ soli mineralnych.

Zadanie 1. Pobieranie tlenu podczas oddychania

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie ze sposobem oznaczania oddychania w $rodowisku

wodnym przy pomocy elektrody tlenowej.

Zasada dzialania

Elektroda tlenowa Clarka zbudowana jest ze zlotej katody polaczone; mostkiem KCI
z elektroda Ag/AgCl stuzaca jako anoda odnos$nikowa. Caty zestaw oprawiony jest w masg
plastikowa, elektrody za$ oddzielone sa od roztworu (caty czas mieszanego podczas pomiaru,
aby zapewni¢ stala 1 rdwnomierna dyfuzje O,) cienka teflonowa blonka przepuszczalng dla
gazow, ale nieprzepuszczalng dla innych rozpuszczalnych zwiazkow mogacych uszkodzi¢
katodg. Gdy do elektrod przylozy¢ napigcie (0,5 — 0,8 V), tlen reagujac na katodzie powoduje
przeplyw pradu. Natgzenie pradu jest proporcjonalne do st¢zenia tlenu. Zachodzace reakcje

chemiczne mozna przedstawi¢ nastgpujaco:
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Katoda: Au+ O, +2 H,O + 4 > Au + 4 OH’
Anoda: 2Ag + 2 CI' - 2 AgCl + 2e
2Ag+20H —> Ag.0 + 2 H0 + 2¢

Wykonanie ¢wiczenia

1.

Potaczy¢ elektrode z miernikiem. W celu kalibracji miernika na badany zakres
stezenia tlenu wlozy¢ elektrod¢ do wody o znanej zawarto$ci tlenu (napowietrzonej
max. w danej temperaturze).

Odcigte korzenie badanej rosliny umiesci¢ w termostatyzowanej kamerze (25°C). Na
dnie kamery potozy¢ mieszadto.

Do kamery wla¢ ok. 10 ml wody napowietrzanej i umiesci¢ czujnik elektrody.

Tak przygotowany zestaw umiesci¢ na mieszadle magnetycznym. Wiaczy¢ mieszadlo
oraz rejestrator.

Rejestrowac na tasmie zapis st¢zenia tlenu przez 15 — 20 minut. Powinno zachodzi¢
wyrazne pobieranie tlenu.

Przy pomocy igly i strzykawki wprowadzi¢ do kamery 10 pl azydku sodowego
(NaN3). Rejestrowac na taSmie zmiany stezenia tlenu.

Po pomiarze zmierzy¢ objgtos¢ wody w kamerze i zwazy¢ korzenie.

Opracowanie wynikow

Na podstawie zarejestrowanego na tasmie zapisu zmiany stgzenia tlenu 1 objetosci kamery,

uwzgledniajac rozpuszczalno$¢ tlenu w wodzie w temperaturze 25°C, obliczy¢ natgzenie

oddychania korzeni w mg O,/g §wiezej masy/godz. lub w nmol O,/g $§wiezej masy/godz.

Zadanie 2. Oddychanie w warunkach beztlenowych

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie z metoda oznaczania etanolu — jednego z produktow

oddychania beztlenowego.

Przebieg do$wiadczenia

Po okoto 20 siewek grochu umieszczono:

1.

w kolbie na 50 ml, zalano woda przedmuchana azotem i zamknigto szczelnie

korkiem z kapilara — warunki beztlenowe,
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2. na szalce Petriego w 50 ml wody, uwazajac aby nie byly catkowicie zanurzone
w wodzie — warunki tlenowe.
Oba warianty zostawiono na 24 h w temperaturze 25°C.

Zadanie polega na oznaczeniu st¢zenia etanolu w wodzie, w ktorej umieszczone byly siewki.

Oznaczanie etanolu

Do oznaczenia etanolu nalezy wykorzysta¢ reakcj¢ katalizowana przez dehydrogenaze
alkoholowa polegajaca na utlenieniu etanolu do aldehydu octowego z jednoczesna redukcja

NAD" do NADH.

Dehydrogenaza alkoholowa
Etanol + NAD" > Aldehyd octowy + NADH

Wazrost absorbancji przy dlugosci fali 340 nm (maksimum absorpcji dla NADH) jest wprost

proporcjonalny do stezenia etanolu w probie.

Przeprowadzenie oznaczenia

Do kuwety na 1,5 ml odpipetowaé 900 ul buforu glicynowego o pH 9,0, 100 pl 12 mM NAD
oraz od 5 do 100 pl proby (zgodnie ze wskazowkami prowadzacego) i zanotowaé objgtosc.
Jako prébe $lepa zastosowa¢ bufor glicynowy. Wstawi¢ kuwety do spektrofotometru
i rozpocza¢ pomiar przy dtugosci fali 340 nm. Reakcjg rozpocza¢ dodaniem 3 pl enzymu
dehydrogenazy alkoholowej. Pomiar prowadzi¢ do momentu az absorbancja przestanie
ulega¢ zmianom. Zanotowa¢ maksymalna warto§¢ 1 wyliczy¢ procentowe stgzenie etanolu
wiedzac, ze milimolowy wspotczynnik absorbancji dla NADH wynosi 6,22, a masa molowa

etanolu to 46 g/mol.
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ZYWIENIE MINERALNE ROSLIN

Tkanki roslinne sktadaja si¢ z substancji organicznej, wody (od 95% w soczystych
owocach 1 $wiezych lisciach do ok. 7% w niektorych nasionach), oraz sktadnikow
mineralnych tzn. popielnych (ok. 6%). Mimo, Ze sktadniki mineralne stanowia niewielka
cze$¢ suchej masy sa one niezmiernie wazne, poniewaz umozliwiaja roslinie wytwarzanie
materii organicznej. Roslina pobiera zawarte w roztworze glebowym sole mineralne
w postaci jonow zgodnie z elektrochemicznym gradientem stezen (pobieranie bierne) lub
wbrew elektrochemicznemu gradientowi stezen (pobieranie aktywne). Na zawarto$¢
zwiazkéw mineralnych w roslinie wptywa szereg czynnikow zewngtrznych takich jak:
stezenie i sktad chemiczny soli w roztworze glebowym, jego pH, struktura podtoza, dostep
tlenu do systemu korzeniowego, warunki §wietlne, temperatura oraz natgzenie procesow

metabolicznych w roslinie.

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z niektorymi aspektami zywienia mineralnego roslin —

wykrywanie makroelementdow w popiele ro$lin, objawy niedoboru poszczegdlnych
pierwiastkow, zaktadanie kultur wodnych 1 piaskowych, wptyw pH na pobieranie kationow

1 aniondéw, wpltyw warunkéw $rodowiskowych na aktywnos¢ reduktazy azotanowe;.

Przygotowujac sie do éwiczen nalezy zwroci¢ uwage na nastepujace zagadnienia: sklad

chemiczny ro$lin, funkcje biochemiczne 1 fizjologiczne poszczegdlnych pierwiastkow,
wybioérczy charakter pobierania jondéw, antagonizm, synergizm i akumulacja jonow,
mechanizm pobierania jondow, budowa bton cytoplazmatycznych, wpltyw czynnikow
zewngtrznych na pobieranie kationdow 1 anionow, zjawisko osmozy, czynniki wptywajace na

warto$¢ potencjatu osmotycznego.

Zadanie 1. Wplyw pH na szybkos$¢ pobierania anionow i kationow

Wykonanie ¢wiczenia

1. Do trzech kolejno ponumerowanych zlewek wla¢ po 30 ml pozywki Knopa (10-
krotnie rozcienczonej), a nastgpnie, uzywajac 1 M roztworow HCI i1 NaOH,
doprowadzi¢ pH do nastgpujacych wartosci:

Nr 1 pH ok. 4,0
Nr 2 pH ok. 6,2
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Nr 3 pH ok. 8,0

2. W kazdej zlewce umiesci¢ po 4 siewki kukurydzy w ten sposob aby system
korzeniowy byl maksymalnie zanurzony w roztworze pozywki oraz zmierzy¢
wartosci pH poszczegdlnych pozywek. Pomiar pH powtorzy¢ po 30, 60, 90 1 120

minutach oSwietlania.

Zmiany warto$ci pH pozywek przedstawi¢ graficznie. Z uzyskanych wynikow wyciagnaé

whnioskKi.

Zadanie 2. Pobieranie jonéw NH, ", wplyw pH

Wykonanie ¢wiczenia

1. Do dwoch zlewek wla¢ po 30 ml roztworu (NH4),SO4 zawierajacego 40 pg jondw
NH,” w 1 ml i uzywajac 1 M roztworéw HCl i NaOH, doprowadzi¢ pH do
nastepujacych wartosci:

Nr 1 pH ok. 4,0
Nr 2 pH ok. 8,0

2. W kazdej zlewce umiesci¢ po 4 siewki kukurydzy dbajac aby korzenie byly dobrze
zanurzone w roztworze. Po 24 godzinach o$wietlania zmierzy¢ pH oraz oznaczy¢
stezenie jonow NHy".

3. Wykonanie oznaczenia:

a) Badany roztwor (NHy4),SO, przesaczy¢ na lejku do czystej podpisanej zlewki.

b) Do probowki odpipetowa¢ 1 ml przesaczu, doda¢ 9 ml wody destylowanej
oraz 0,5 ml odczynnika Nesslera.

C) Sporzadzi¢ probe odczynnikowa zawierajaca 1 ml roztworu (NH4)2SO4 (40 pg
jonow NHy"), 9 ml wody i 0,5 ml odczynnika Nesslera oraz probe $lepa (10
ml wody, 0,5 ml odczynnika Nesslera).

d) Po wymieszaniu wszystkich prob zmierzy¢ absorbancje przy dlugosci fali 430
nm wobec proby slepe;.

e) Ilos¢ ug NH," odczytaé z krzywej wzorcowej.

Zestawi¢ zmiany pH oraz stezenia jonow NH;", wyciagna¢ wnioski.
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Zadanie 3. Wplyw poszczegdélnych pierwiastkow na wzrost roslin

Rosliny kontrolne hodowano na peinej pozywce Knopa o sktadzie (w 1000 ml):

0,40 g NH4NO3

0,20 g KH,PO4

0,10 g KCI

0,25 g CaCl; x 6H,0

0,25 g MgSO4 x 7 H,O

0,002 g Fe- EDTA
oraz 1 ml roztworu mikroelementéow A-Z wg Hoaglanda w modyfikacji prof. dr K.
Bassalika. W sktad roztworu mikroelementdw wchodza sole manganu, litu, miedzi, cynku,

aluminium, boru, kobaltu, molibdenu, bromu, jodu.

Doswiadczenie przeprowadzono wg schematu umieszczonego w tabeli ponizej.

|  [pozywka pelna + A-Z

Il |pozywka bez P 0,20 g KH,PO4 zastapiono 0,13 g K,SO4

1l |pozywka bez S 0,25 g MgS0O4 x 7 H,0 zastapiono 0,20 g MgCl, x 6 H,0
IV |pozywka bez K 0,10 g KCl zastapiono 0,10 g NaCl

V  |pozywka bez Mg 0,25 g MgS0O, x 7 H,0 zastapiono 0,32 g Na;SOq4 x 10 H,0O
VI |pozywka bez Ca 0,25 g CaCl; x 7 H,0 zastapiono 0,40 g MgCl, x 6 H,O

VIl |pozywka bez N

VIl |pozywka bez Fe

Pozywka jest tak przygotowana, ze stg¢zenia pozostatych pierwiastkow, procz wyltaczonych
wg przepisu, sa zachowane, a jej pH jest doprowadzone roztworem HCI lub NaOH do okoto
5.
W czasie wegetacji nalezy:

1. uzupehia¢ pozywke do statej objetosci

2. przewietrza¢ pozywke

3. utrzymywa¢ pH na mozliwie stalym poziomie
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Wyhodowane rosliny nalezy obejrze¢ nastgpnie opisa¢ objawy spowodowane niedoborem

poszczegblnych pierwiastkow oraz znaczenie badanych makroelementow dla roslin.

Zadanie 4. Regulacja aktywnos$ci reduktazy azotanowej

Materiat do doswiadczenia stanowia koleoptyle jeczmienia, uzyskane po 4 dobach

kietkowania ziarniakow w ciemnosci, w temperaturze 21 — 23°C.

Przebieg do$wiadczenia

1. Pracujac w ciemnosci, przenies¢ odpowiednia ilo$¢ siewek do 4 zlewek, w ktorych

znajduja si¢ nastgpujace roztwory:
Zlewki 112 —30 ml H,O
Zlewki 314 —30 ml10 mM KNO3

Zlewki 1 1 3 wystawi¢ na 24 godziny na $wiatlo, natomiast 2 1 4 umie$ci¢ na 24

godziny w ciemnosci.

2. Oznaczanie aktywnos$ci reduktazy azotanowe;.

a)

b)

d)

Po 24 godzinach wzrostu siewek, §cia¢ po 1000 mg koleoptyli (odcinajac je
tuz przy ziarniakach) i umie$ci¢ w probowkach w roztworze inkubacyjnym
o sktadzie:

2ml 0,1 M KNOg3

5 ml 0,2 M buforu fosforanowego o pH 7,5

2 ml 5 % roztworu detergentu Triton X-100

1 ml 0,5 mM roztworu CCCP (karbonylocyjanek 3-chlorofenylohydrazonu) —
inhibitor reduktazy azotynowej, zapobiega zuzywaniu NO; przez reduktaze
azotynowa

Proby inkubowa¢ 60 minut w temperaturze 30°C. Rownolegle inkubowac
probe Slepa, zawierajaca roztwor inkubacyjny bez materiatu roslinnego.
Wszystkie proby wstawi¢ na 10 minut do wrzacej tazni wodne;j.

Po wystudzeniu oznaczy¢ zawarto$¢ azotynow w kazdym wariancie w 2

powtorzeniach.
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3. Oznaczanie azotynoéw:

a) Do 2 ml inkubatu (lub proby slepej) doda¢ odczynniki w nastepujace;j

kolejnosci:
1,5 ml 1 roztworu sulfonilamidu w 3 M HCI
1,5 ml 0,02% roztworu N-naftyloetylodwuaminy

b) Zawarto$¢ probowek wymieszaé i po 15 minutach zmierzy¢ absorbancjg przy
A =530 nm wobec proby slepe;j.

c) Obliczy¢ ilos¢ uwolnionych jonéw NO, w poszczegdlnych wariantach
doswiadczenia. Aktywnos$¢ reduktazy azotanowej wyrazi¢c w pg NO;z X g'1
tkanki. W celu przeliczenia otrzymanych wartosci ekstynkcji na pg azotynow
zastosowa¢ mnoznik k = 2,85, ktory wyznaczono z Krzywej wzorcowej dla

roznych stezen NO;.

Opisa¢ doswiadczenie, omowi¢ wyniki, wyciagnac¢ wnioski.
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BARWNIKI ASYMILACYJNE

Wszystkie organizmy fotosyntetyzujace posiadaja barwniki odpowiedzialne za absorpcjg
swiatta (reakcja fotofizyczna) 1 uwalnianie elektronow (reakcja fotochemiczna). Barwniki sa
zwiazkami niskoczasteczkowymi i w blonach tylakoidéw wystepuja najczesciej] w formie
powiazanej (w sposob niekowalencyjny lub kowalencyjny) z polipeptydami tworzac
kompleksy biatkowo — barwnikowe.

Wyr6zniamy trzy grupy barwnikéw asymilacyjnych: chlorofile, karotenoidy i fikobiliny.
Roéznia si¢ one budowa, zakresami S$wiatta widzialnego, ktore moga pochtaniac,
wlasciwos$ciami, a takze petlnionymi funkcjami. Wspolna cecha tych zwiazkow, pozwalajaca
im absorbowa¢ promieniowanie $wietlne jest obecno$¢ w ich budowie uktadu wigzan
sprz¢zonych. Fotosyntetycznie aktywny, w sensie potencjalnych zdolnosci do
przeprowadzenia reakcji fotochemicznej, jest tylko chlorofil a (fotoautotrofy eukariotyczne
i sinice) i bakteriochlorofil a (bakterie fotosyntetyzujace). Chlorofile b, ¢, d oraz karotenoidy
i fikobiliny okre$lane sa jako barwniki pomocnicze (towarzyszace). Sa one odpowiedzialne
za absorpcje $wiatla i przekazywanie energii wzbudzenia do centrow reakcji oraz, jak to ma
miejsce w przypadku karotenoidow, petnig funkcje ochronne zabezpieczajac aktywne

fotochemicznie centra reakcji przed nieodwracalnym fotoutlenieniem.

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z metoda iloSciowego oznaczania barwnikow

asymilacyjnych oraz ich skladem ilo§ciowym i jako§ciowym w dojrzatych 1 starzejacych sig

liSciach roslin wyzszych.

Przygotowujac sie do éwiczen nalezy zwrdci¢C uwage na nastepujace zagadnienia:

budowg 1 wlasciwosci barwnikdw asymilacyjnych; biosyntezg chlorofili, karotenoidéw
i fikobilin; role¢ barwnikow w procesie fotosyntezy, zasady rozdziatu, identyfikacji

1 oznaczania ilosciowego barwnikéw asymilacyjnych.

UWAGA! Ze wzgledu na pracg z rozpuszczalnikami organicznymi podczas wykonywania

¢wiczen nalezy zachowac szczeg6lna ostroznos¢.
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Zadanie 1. Otrzymywanie i iloSciowe oznaczanie barwnikéw asymilacyjnych

Wykonanie ¢wiczenia

1.

3.

0,5 g lisci rozetrze¢ doktadnie w mozdzierzu z 0,5 ml 100% acetonu, szczypta CaCOs3
1 odrobing piasku, nastgpnie przenies¢ ilosciowo na lejek Schotta 1 przesaczy¢ pod
obnizonym ci$nieniem. Mozdzierz i pozostato$¢ na filtrze doktadnie przemywaé
matymi porcjami acetonu (80% roztwoér) 1 saczyC. Przesacz przenie$¢ do kolby
miarowej o pojemnosci 25 ml 1 uzupetic¢ 80% acetonem do kreski.
Otrzymany ekstrakt barwnikow rozcienczy¢ 80% acetonem wedlug wskazan
prowadzacego, tak aby warto$ci absorpcji miescity si¢ w zakresie 0,1 — 0,6. Zmierzy¢
absorpcj¢ przy dlugosciach fal: 646,8; 663,2 1 470 nm, stosujac 80% roztwor acetonu
jako probg odniesienia.
Wyliczy¢:

— zawarto$¢ chlorofili @ 1 b oraz karotenoidow na 1 g $wiezej masy lisci

uwzgledniajac dokonane rozcienczenia
— stosunek chlorofilu a/b

— stosunek chlorofili do karotenoidow

Wzory do wyliczania stezen barwnikow (w pg/ml):

Cchl a— 12-25A663,2 — 2-79A646,8
Cenib = 21.50Ag46,8 — 5.10As63,2
Kar = (1000A470 — 1,82 C¢pia — 85,02 Cenip)/198

gdzie Cehia i Cenip — stezenie odpowiednio chlorofilu a i chlorofilu b (ug/ml).

Zadanie 2. Oznaczanie zawartosci poszczegélnych karotenoidow

Wykonanie ¢wiczenia

1.

0,5 g lisci rozetrze¢ doktadnie w mozdzierzu z 0,5 ml 96% etanolu, szczypta CaCO3
1 odrobing piasku, nast¢pnie przenies¢ ilosciowo na lejek Schotta i przesaczy¢ pod
obnizonym cisnieniem. Mozdzierz 1 pozostato$¢ na filtrze dokladnie przemywacé
matymi porcjami etanolu 1 saczy¢. Przesacz przenies¢ do kolby miarowej

o pojemnosci 10 ml 1 uzupehié¢ etanolem do kreski. 9 ml ekstraktu przenies¢ do
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ciemnej butelki o poj.15 ml. Przeprowadzi¢ reakcje zmydlania chlorofili dodajac do
proby 1 ml 60% KOH. Reakcje zmydlania chlorofili prowadzi¢ przez 12 — 16 godzin
w temperaturze 4°C (pozostawi¢ probe w lodowce do nastgpnego dnia ¢wiczen).

2. Nastgpnego dnia zmydlona probg przenies¢ do rozdzielacza dodajac 15 ml eteru
etylowego oraz 35 ml 0,15 M NacCl.

3. Probg intensywnie wytrzasaé, a po rozdzieleniu faz zbiera¢ frakcj¢ eterowa (warstwa
gbérna), natomiast warstwe dolna wodno-etanolowa wytrzasa¢ jeszcze dwukrotnie,
dodajac za kazdym razem po 10 ml eteru etylowego.

4. Potaczone frakcje eterowe przemywac 4-krotnie 30 ml wody destylowanej (po
dodaniu wody ostroznie zamiesza¢, aby nie dopusci¢ do wytworzenia emulsji) az
do zaniku alkalicznego odczynu.

5. Frakcje eterowa osuszyé bezwodnym NapSQO4, a nastgpnie przesaczy¢ na filtrze
Schotta G-4 pod zmniejszonym ci$nieniem i odparowa¢ do sucha w wyparce
prézniowe;.

6. Osad barwnikow wymy¢ z kolby niewiclka iloScia mieszaniny eteru naftowego
i acetonu (9:1). Probg karotenoidéw zatezy¢ przedmuchujac strumieniem azotu..

7. Karotenoidy rozdzieli¢ metoda chromatografii cienkowarstwowej. W tym celu
mieszaning karotenoidéw nanies$¢ przy pomocy kapilary na ptytke chromatograficzna
pokryta zelem krzemowym. Plytke rozwija¢ w ukladzie rozpuszczalnikow: heksan:
aceton: dwuetyloamina (57:43:1) przez 15 minut. Karotenoidy lokalizuja si¢ na plytce
chromatograficznej w nastepujacej kolejnosci (od linii startu): neoksantyna,

wioloksantyna, luteina, 3-karoten.

Zadanie 3. Badanie wlasciwosci chlorofili

Wykonanie ¢wiczenia

1. Okoto 2 g lisci rozetrze¢ w mozdzierzu w 96% etanolu z dodatkiem odrobiny piasku
i CaCOs.

2. Homogenat przesaczy¢ na lejku Schotta pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostatos¢
przemywac etanolem az do uzyskania ok. 20 ml przesaczu.

3. Otrzymany ekstrakt rozdzieli¢ rownomiernie do trzech probdéwek, do dwoch z nich
doda¢ 3 — 4 krople stezonego HCl 1 ostroznie wymieszaé, zaobserwowac

powstawanie feofityny.
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4. Do jednej z probdéwek z feofityna doda¢ niewielka ilo$¢ octanu miedzi i doktadnie
wymieszaé, zaobserwowacé zajscie reakcji.
5. Roztwory w probowkach oswietla¢ $swiattem UV przy dlugosci fali 365 nm

i porownac ich zdolno$¢ do fluorescencji in vitro.

W opisie do ¢wiczenia nalezy umieéci¢c wyniki (razem z obliczeniami) przedstawiajace
zawartos$ci barwnikow fotosyntetycznych i relacje migdzy poszczegdlnymi ich grupami dla
roslin kontrolnych i starzejacych si¢, wyciagna¢ wnioski. Przedstawi¢ rowniez zalezno$¢

migdzy budowa czasteczki chlorofilu i jego pochodnych a zdolnoscia do fluorescenc;i.
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HORMONALNA REGULACJA WZROSTU TKANEK ROSLINNYCH

Wzrost roslin polega m.in. na nieodwracalnym zwigkszeniu rozmiaréw komorki, organu
lub catego organizmu. Dokonuje si¢ on poprzez zwigkszanie liczby oraz rozmiaréw komorek.
Zalezy od rozlicznych czynnikéw srodowiskowych i endogennych, posrod ktorych wazna rolg
pelnia hormony roslinne: auksyny, gibereliny, cytokininy.

Auksyny dziataja przede wszystkim na wzrost elongacyjny komorek. W zaleznosci od
stezenia auksyny oraz wrazliwosci tkanki, hormon ten wywotuje stymulacj¢, badz hamowanie
wydhuzania komorek okreslonego organu. Jednym z przejawow dziatania auksyny sa wygigcia
tropiczne zachodzace pod wplywem kierunkowego bodzca, a spowodowane zréznicowana
szybko$cia wzrostu przeciwleglych stron organu. Procesy zachodzace podczas wygigcia
tropicznego poznano najlepiej dla grawitropicznej reakcji korzenia. Miejscem percepcji bodzca
ciazenia moga by¢ zawarte w komodrkach czapeczki korzeniowej statolity skrobiowe.
Konsekwencja percepcji  bodzca jest lokalne zwigkszenie stgzenia jondw wapnia
w cytoplazmie i aktywacja za posrednictwem kalmoduliny, pomp wapniowych i auksynowych
w tkankach lezacych po dolnej stronie korzenia. Powoduje to skierowanie strumienia auksyny
do tych tkanek, a niesymetryczne (w przekroju organu) rozmieszczenie auksyny powoduje
niesymetryczny wzrost komorek w strefie wydluzania, co powoduje wygigcie organu.

W regulacji wzrostu wydluzeniowego roslin biora rowniez udzial gibereliny. Stymuluja
one zaro6wno podziaty komérkowe (w czgsci subapikalnej merystemu wierzchotkowego), jak
1 powigkszanie si¢ komorek. Wzrost tkanek na dtugos¢ powodujacy np. wydtuzanie epikotyli
1 hypokotyli ro§lin dwulisciennych, zalezy od ilosci dostgpnych giberelin. Blok genetyczny na
szlaku biosyntezy giberelin prowadzi do kartowatosci niektorych roslin. Kartowato$¢ tego typu
mozna przetamac podajac roslinie egzogenna gibereling.

Innym przejawem udzialu hormondéw w regulacji wzrostu roslin jest dominacja
wierzchotkowa, polegajaca na hamowaniu wzrostu pakow pachwinowych 1 pedéw bocznych
przez rosnacy wierzcholek pedu (pak szczytowy). Liczne dowody doswiadczane wskazuja, ze
auksyna, przede wszystkim IAA, syntetyzowana w szczytowej czgsci roslin i transportowana
bazypetalnie, moze hamowac wzrost pakow bocznych w sposdb posredni — wspotdziatajac np.
z innymi hormonami. Wykazano ponadto, ze zahamowanie wzrostu pakow bocznych ustepuje
pod wplywem cytokinin. Hormony te produkowane sa w korzeniach i ich dystrybucja
w roslinie moze zaleze¢ od poziomu IAA w paku wierzchotkowym (duze st¢zenie IAA w paku
wierzchotkowym powoduje ukierunkowanie translokacji cytokinin do wierzchotka, co
powoduje zwigkszenie jego dominacji). Obnizenie iloSci auksyny transportowanej bazypetalnie

z paka szczytowego umozliwia syntez¢ cytokinin w paku bocznym 1 podjecie proceséw
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wzrostowych. W zjawisku dominacji wierzchotkowej moga bra¢ udzial rowniez inne hormony
(gibereliny, kwas abscysynowy, etylen), ale dane na ten temat sa jeszcze stosunkowo nieliczne.

Dominacja paka szczytowego moze ponadto zaleze¢ od czynnikdw troficznych.

Celem ¢wiczenia jest:

e Wykazanie roli auksyny w regulacji wzrostu elongacyjnego (Zadanie 1).

e Wykazanie roli czapeczki korzeniowej, jonow wapnia i auksyny w regulacji
wygie¢ grawitropicznych (Zadanie 1).

o Wykazanie wplywu giberelin na wzrost wydtuzeniowy tkanek (Zadanie 2).

e Wykazanie, ze pak szczytowy oddzialywuje hamujaco na wzrost pakow
pachwinowych oraz, ze regulacji tego zjawiska moga bra¢ udzial auksyny

I cytokininy (Zadanie 3).

Przebieg ¢wiczenia: grupa przeprowadza obserwacje ustawionych wczedniej

doswiadczen 1 dyskutuje o wymienionych wyzej procesach.



Zadanie 1. Rola auksyny w wygieciach tropicznych

Wholyw czapeczki korzeniowej, auksyny oraz jonOw wapnia na reakcje grawitropiczna

dodatnia korzenia bobu.

Materialem do obserwacji grawitropizmu sa kietkujace w ciemnosci nasiona bobu.
Nasiona z prostymi korzeniami o dlugosci 1,5 — 3 cm przypigto do plytek
styropianowych w potozeniu pionowym i poziomym. Z jednego z korzeni usuni¢to
czapeczke, natozono bocznie czysta lanoling (L) lub paste lanolinowa zawierajaca
10° M 1AA (kwas indolilooctowy), 50 mM CaCl,, 50mM KCI, 100 mM EGTA wg
podanego nizej schematu. Nasiona umieszczono w wilgotnych kamerach i pozostawiono

na 24 godziny w ciemnym termostacie.

Przeprowadzi¢ obserwacje. Wyniki przedstawi¢ w formie graficznej. Wyciagna¢ wnioski

1je przedyskutowac.

Polozenie pionowe

Poczatek doswiadczenia:

Po 24 godzinach:

Polozenie poziome

Poczatek doswiadczenia:

Po 24 godzinach:
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Whplyw wierzcholka koleoptyla na reakcje fototropiczna koleoptyla owsa.

Materiatlem do obserwacji sa etiolowane, 3-dniowe siewki owsa. Pracujac w ciemni
biologicznej, przy wilaczonym $wietle zielonym, odcigto 2 mm szczytowe fragmenty
koleoptyli z ok.10 siewek. Wierzchotki czesci koleoptyli przykryto kapturkami z folii
aluminiowej 1 wraz z siewkami nieuszkodzonymi umieszczono w kamerze
umozliwiajacej jednostronne o$wietlenie i o§wietlano przez 3 godziny $wiatlem biatym.

Przeprowadzi¢ obserwacje. Wyniki przedstawi¢ w formie graficznej. Wyciagna¢ wnioski

1 je przedyskutowac

Poczatek doswiadczenia Po 3 godzinach

SR

Whplyw auksyny na wygiecia pedoéw.

Materiatem do obserwacji wygie¢ sa 5-dniowe etiolowane siewki grochu. Pracujac przy
swietle zielonym na potowe epikotyli natozono bocznie (jednostronnie) pastg lanolinowa
zawierajaca 10° M TAA, na pozostale czysta lanoling i umieszczono w ciemnym

termostacie na 24 godziny.

Przeprowadzi¢ obserwacje. Wyniki przedstawi¢ w formie graficznej. Wyciagna¢ wnioski

1 je przedyskutowac

Poczatek doswiadczenia: Po 24 godzinach:
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Zadanie 2. Wplyw gibereliny na wydluzanie epikotyla karlowatego grochu

Material. Siewki kartowatego grochu po 5 dniach hodowli w ciemno$ci przeniesiono na
swiatto dla przy$pieszenia wyksztatcenia wierzchotka pgdu. Na wierzchotki nanoszono po
30 ul wody destylowanej (kontrola) lub roztworu gibereliny GAs o roéznych st¢zeniach
w zakresie od 10 do 10* M (wszystkie roztwory z dodatkiem Tweenu-20). Rosliny

hodowano nastgpnie przy ciaglym $wietle, w temperaturze ok. 25° C.

Wykonanie doswiadczenia. Zmierzy¢ dlugos¢ wszystkich epikotyli i obliczy¢ $rednig

dlugos¢ epikotyla siewek poddanych dziataniu réznych stezen gibereliny. Wyniki
przedstawi¢ w formie wykresu dlugosci epikotyla jako funkcji st¢zenia GAs.

dhugos¢
epikotyla
(cm)

v

stezenie gibereliny (M)

Wyciagnaé wnioski.

Zadanie 3. Dominacja wierzcholkowa

Material. Dwutygodniowe rostiny fasoli poddano zabiegom dekapitacji paka szczytowego,
naniesienia pasty lanolinowej bez dodatkow (L) oraz zawierajacej 1% kwas indolilooctowy
(IAA) lub 0.1% benzyloaminopuryng (BA) zgodnie z wariantami doswiadczlnymi podanymi

w tabeli. Rosliny hodowano nastgpnie przez tydzien w komorze fitotronowe;.

Wykonanie. Przeprowadzi¢ obserwacje. Wyniki zamie$ci¢ w tabeli. Wyciagna¢ wnioski.



38

Tabela 1. Wplyw paka szczytowego, auksyny i cytokininy na dominacj¢ wierzchowa

u fasoli

WARIANT

Zabieg

B

C

dekapitacja paka
szczytowego

+

traktowanie
zdekapitowanego

pedu

traktowanie
pakéw
pachwinowych

BA

BA

obserwacje:
rozw0j pakoéw
bocznych




39

STARZENIE SIE TKANEK

Starzenie si¢ jest ostatnim etapem rozwoju ro$liny (tkanki, komorki), prowadzacym
w efekcie do jej $mierci. Czas zycia rosliny jest z jednej strony zdeterminowany przez
program genetyczny, a z drugiej — zalezy od warunkow $rodowiska.

Oznakami starzenia si¢ komorek roslinnych sa m.in.: zmiany przepuszczalnosci bton
komorkowych, utrata integralno$ci blon komoérkowych, utrata turgoru, degradacja barwnikow
fotosyntetycznych, spadek zawarto$ci bialek. W starzejacych si¢ tkankach roslinnych
obserwuje si¢ ponadto przyspieszona proteolize oraz zwigkszona aktywno$¢ enzymow
bioracych udziat w katabolizmie lipidow blon (np. lipoksygenazy). Uwaza sig, ze jedna
z przyczyn starzenia si¢ komorek jest niekontrolowane powstawanie wolnych rodnikow,
prowadzace do autooksydacji sktadnikéw komorki. Proces starzenia podlega ponadto
kontroli hormonalnej. Do hormondéw opo6zniajacych starzenie naleza cytokininy i auksyny,

natomiast etylen i ABA przyspieszaja procesy degradacji w komorkach.

Celem ¢éwiczenia jest zaobserwowanie niektorych symptomoéw starzenia we fragmentach

roslin (odcigte liscie) oraz objawow starzenia si¢ nasion.

Zadanie 1. Rola cytokinin i etylenu w regulacji starzenia sie lisci

Dos$wiadczenia maja wykaza¢ rolg cytokinin i etylenu w degradacji chlorofilu i bialek
rozpuszczalnych, oraz wplyw etylenu na wiasnosci potprzepuszczalne bton komorkowych

w starzejacych si¢ odcigtych li§ciach jeczmienia.

Materialem do badan sa liScie jeczmienia, z siewek hodowanych przez 7 dni na $wietle,

w temperaturze 23°C.

Przebieg do$wiadczenia

1. Odcia¢ liscie z 230 przygotowanych siewek. W odlegtosci 2 cm od szczytu blaszki
wycia¢ 1 cm wycinki.

2. Do 2 oznaczonych szalek Petriego wla¢ po 10 ml 0,5% roztworu Tweenu 80
(kontrola) lub 0,8% roztworu Etrelu* w Tweenie. Do kazdej szalki przenies¢ po 70

wycinkéw lisci, starajac sig, by wszystkie byly zanurzone w odpowiednim roztworze,
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przez co najmniej 1 godz. Nastgpnie wycinki dwukrotnie przeptuka¢ na saczku woda
dejonizowana (10 ml) i przenies¢ po 30 na nowe szalki (odpowiednio oznaczone),
wylozone bibuta zwilzona woda dejonizowana (5 ml). Pozostate wycinki przenie$¢ po
10 (w 4 powtdrzeniach) do odpowiednio oznaczonych probowek, zala¢ 4 ml wody
dejonizowanej 1 przykry¢ folia. Tak przygotowane szalki i probdéwki ustawi¢ na
Swietle, w temperaturze pokojowej, na 24 godz.

3. Roéwnolegle, do 2 oznaczonych szalek Petriego nala¢ po 10 ml roztworu
benzyloaminopuryny (BA) w stezeniu 10 > M, lub H,0. Do kazdej szalki wlozyé po
30 wycinkéw lisci tak, aby stykaty si¢ dolna epiderma z powierzchnia cieczy,

przykry¢ wieczkiem i wstawi¢ na 24 godziny do ciemnej szafki.

*Etrel — kwas 2-chloroetylofosfonowy (Zrédlo egzogennego etylenu)

4. Oznaczy¢ zawarto$¢ chlorofilu i biatka rozpuszczalnego w wyjSciowym materiale

ro§linnym oraz po 24 godzinnej inkubacji wycinkow liSci w roztworze

benzyloaminopuryny lub etrelu.

Oznaczenie zawartosci chlorofilu

Umiesci¢ po 5 fragmentow lisci ze wszystkich wariantow (w 3 powtdrzeniach — w
ponumerowanych 1 odpowiednio oznaczonych probowkach), zala¢ 4 ml 80% etanolu
(zaznaczy¢ na probowce poziom rozpuszczalnika), przykry¢ folia 1 podgrza¢ na tazni wodnej
o temp. 70°C przez 5 — 10 min (do pelnego odbarwienia skrawkow), nastgpnie proby
wystudzi¢ 1 uzupeli¢ ewentualne ubytki etanolu. Zmierzy¢ absorbancj¢ otrzymanego
ekstraktu przy dtugosci fali A = 665 nm.

Wyniki zamiesci¢ w tabeli.

Tabela 1. Wplyw cytokininy i etylenu na zawartos¢ chlorofilu.
Absorbancja (665 nm)

Nr proby | Kontrola przed | Kontrola po Kontrola po Traktowane Traktowane
inkubacja inkubacji inkubacji
H,0O H,O Tween BA Etrel

1.

2.

3.

srednia
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Oznaczenie zawartosci bialka rozpuszczalnego metoda kolorvmetryczna Bradford

Pobra¢ po 5 wycinkéw lisci ze wszystkich wariantow (kazdy wariant w 2 powtorzeniach),
osuszy¢, zwazyc€, przenies¢ kolejno do schlodzonego mozdzierza i uciera¢ w 1 ml 0,1 M
buforu fosforanowego pH 7,0 o temperaturze 4°C. Po doktadnym utarciu tkanki powstaty
homogenat przenie$¢ ilosciowo do probowek wirowkowych, mozdzierz popluka¢ 1 ml
buforu i zla¢ go do homogenatu (catkowita objgtos¢ 2ml). Proby wirowac przez 15 min przy
10 000 g w schtodzonej wiréwcee. Z kazdego otrzymanego ekstraktu pobra¢ po 2 proby po
50 upl, doda¢ 2 ml odczynnika Bradford, doktadnie wymiesza¢. Po co najmniej 2 min
zmierzy¢ absorbancje przy dlugosci fali A = 595 nm wobec Slepej proby odczynnikowej
(50 wl buforu fosforanowego i 2 ml odczynnika Bradford). llos¢ biatka odczytaé z krzywej
wzorcowej. Zawarto$¢ biatka w wycinkach liSci z kazdego wariantu do$wiadczalnego

s S ) Y .
wyrazi¢ w mg g~ $wiezej masy. Dane umiesci¢ w tabeli.

Tabela 2. Wplyw cytokinin i etylenu na zawartos¢ bialka rozpuszczalnego w wycinkach
liSci jeczmienia.

Zawarto$¢ bialka (ug g™ $w. masy)

Nr proby | Kontrola przed | Kontrola po Kontrola po Traktowane Traktowane
inkubacja inkubacji inkubacji
H,O H,O Tween BA Etrel

1.

2.

3.

srednia

Pomiar wycieku elektrolitow z komorek liSci jeczmienia metoda konduktometryczna

Do kazdej probowki z wycinkami lisci dola¢c 10 ml H,O dejonizowanej (przeznaczonej
specjalnie do tych pomiardw). Zawarto$¢ probowek kilkakrotnie wymiesza¢, po czym

zmierzy¢ przewodnictwo elektryczne wycieku z kazdej proby.

Przeprowadzenie pomiaru:

1. Podiaczy¢ elektrod¢ do aparatu. Elektrode przetrzymywaé w zlewce z woda

destylowana, zmieniajac wodg co 4 pomiary.
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2. Do naczynka pomiarowego przelewac kolejno roztwér z proboéwek i mierzy¢ jego
przewodnictwo elektryczne. Nalezy zwrdci¢ uwage, aby w momencie odczytu nie
bylo w probowce skrawkéw lisci oraz pecherzykow powietrza. Po wykonaniu
pomiaru, kazdy z roztworow zla¢ do odpowiedniej probowki. Przewodnictwo
rejestrowaé w wartosciach wzglednych, wskazywanych przez przyrzad.

3. Po wykonaniu pomiaréw probki przykry¢ folia i umiesci¢ w suszarce, w temp. 150°C
(zachowa¢ szczegdlng ostroznos¢) i gotowac przez 10 min. Proby ostroznie schiodzi¢
pod strumieniem zimnej wody. Ponownie zmierzy¢ przewodnictwo elektrolityczne
roztworu.

4. Dla kazdej préby obliczy¢ % elektrolitow, ktore zostaly uwolnione z badanej tkanki
(100% przewodnictwa wykazuje roztwdr uzyskany po zabiciu tkanek przez
zagotowanie).

Uzyskane dane przedstawi¢ w tabeli.

Tabela 3. Wplyw etylenu na przepuszczalno$¢ blon komérkowych.

Przewodnictwo wycieku (uS) % uszkodzen
Nr proby Kontrola Traktowane etrelem
1
2
3
4

Srednia

Opisa¢ krotko doswiadczenie 1 wyciagna¢ wnioski dotyczace roli cytokinin 1 etylenu

w regulacji starzenia sig lisci.

Zadanie 2. Starzenie si¢ nasion

Materialem do doswiadczen sa nasiona rzepaku z dwu termindéw zbioréw — 2006 i 2011.

Wplyw wieku nasion na szybkos¢ ich kielkowania (wigor)

Z otrzymanych grup nasion rzepaku ze zbiorow w latach 2006 1 2011, odliczy¢ 2 x po 100
nasion i wylozy¢ (po 100 szt.) na szalki Petriego, zawierajace dwie warstwy bibuty obficie

zwilzonej woda. Nasiona roztozy¢ tak by nie przylegatly do siebie. Nasiona kietkowaé
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w ciemnos$ci, w temperaturze ok. 25°C. Policzy¢ procent nasion kietkujacych po 24
godzinach oraz po tygodniu hodowli (ustawionej wczeSniej przez asystenta). Wyniki

zamies$ci¢ w tabeli.

Wplyw wieku nasion na zawarto$¢ aminokwasow w wycieku (efusacie) z nasion

Odwazy¢ po 3 porcje nasion (300 mg kazda), pochodzacych ze zbiorow w latach 2006
I 2011, umiesci¢ w probowkach, zala¢ 5 ml wody destylowanej, przykry¢ folia i pozostawié
w temperaturze pokojowej na 24 godziny.

Nastepnego dnia, po dokladnym wymieszaniu zawartosci proboéwek, z kazdej proby pobraé
do oddzielnych probowek po 100 ul roztworu (w 2 powtorzeniach) i oznaczy¢ zawarto$¢
aminokwaséw metoda ninhydrynowa. Poziom pozostalego roztworu zaznaczy¢ markerem na
probowce. Nastepnie probki z nasionami umiesci¢ w suszarce o temperaturze 150°C
1 gotowa¢ przez 10 min, proby ostudzié, po czym uzupetli¢ ubytki roztworu woda
destylowana do zaznaczonego poziomu wyj$ciowego. Proby doktadnie wymieszac¢, po czym
z kazdej pobra¢ po 100 pl roztworu (w dwoch powtdrzeniach) i oznaczy¢ zawartosé

aminokwasoéw metoda ninhydrynowa.

Oznaczenie zawartosci aminokwaséw metoda ninhydrynowa

1. Do kazdej z pobranych uprzednio préb oraz do proby slepej zawierajacej 100 pl H,O
dodac¢:
0,4 ml 0,2 M buforu Tris-HCI pH 7,0
1 ml 0,1 % ninhydryny w 60% etanolu

2. Zawartos¢ probowek wymiesza¢, po czym gotowa¢ w tazni wodnej przez 5 min.
Nastepnie doda¢ 3,5 ml 60% etanolu 1 wymiesza¢. Zmierzy¢ absorpcj¢ wobec proby
Slepej przy dlugosci fali A = 570 nm. Ilo§¢ uwolnionych aminokwaséw odczytaé
z krzywej wzorcowej.

3. Obliczy¢ ilos¢ aminokwasow wyptukanych z 1 g nasion, wyrazajac ja w pg azotu
aminowego.

Wyniki zestawi¢ w tabeli:



44

Tabela 4. Wplyw wieku nasion na kielkowanie i zawarto$¢ aminokwasow.

Kielkowanie Zawartos¢ aminokwasow w wycieku
(%) z 1 g nasion (ug azotu aminowego)

Rok Nr 0 1dniu 0 7 dniach tk t i %
zbioru | préby p p poczatkowa |po gotowaniu ()
2006 1.

2.

srednia
2011 1.

2.

srednia

Opisac¢ krotko doswiadczenie 1 wyciagna¢ wnioski.
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REAKCJA ROSLIN NA CZYNNIKI STRESOWE

Terminem "czynnik stresowy" (stresor) okre§lamy ten czynnik $rodowiska, ktorego
dziatanie moze doprowadzi¢ do zaburzen funkcjonalnych lub/i uszkodzen struktury
w organizmie ro$linnym, a w rezultacie moze rowniez spowodowaé $mier¢ osobnika.
Reakcja rosliny na stres zalezy od wlasciwosci organizmu, ktére wynikaja z programu
genetycznego aktualnie realizowanego przez komorki. W zalezno$ci od reakcji na okreslony
stresor dzielimy rosliny (organy, tkanki, komorki) na wrazliwe i odporne. Dzialanie stresu
w dawce subletalnej moze spowodowa¢ modyfikacje metabolizmu i1 zmiany wiasnosci
fizyko-chemicznych struktur komoérkowych, co w rezultacie doprowadzi do zwigkszenia
odpornosci rosliny. Wiele czynnikéw stresowych powoduje naruszenie struktury i wlasnosci
polprzepuszczalnych bton w komorce, co w konsekwencji prowadzi do powstawania stresu

wtornego np. deficytu wody lub stresu oksydacyjnego.

Reaktywne formy tlenu (ROS): (anionorodnik ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru, rodnik
hydroksylowy oraz tlen singletowy) powstaja jako uboczne, zazwyczaj niepozadane,
produkty metabolizmu komorkowego. Wytwarzanie ROS w normalnych warunkach jest
niskie jednak wiele czynnikow stresowych (np. chtdd, susza, zasolenie, jony metali cigzkich,
promieniowanie ultrafioletowe, dziatanie ozonu) moze zburzy¢ istniejaca réwnowage
wytwarzania 1 detoksyfikacji ROS, prowadzac, w konsekwencji, do wystepowania stresu
oksydacyjnego. W komorkach roslinnych ROS sa wytwarzane gtéwnie w chloroplastach,
peroksyzomach i mitochondriach. ROS uwaza si¢ gléwnie za metabolity powodujace
uszkodzenia komorek, m.in. inicjujace peroksydacje lipidow, inaktywujace bialka,
depolimeryzujace wielocukrowce, utleniajace sktadniki kwaséw nukleinowych. Pelnia one
jednak rowniez pozytywne funkcje, np. uczestnicza w procesie lignifikacji $ciany
komorkowej. Reaktywne formy tlenu sa ponadto czasteczkami sygnatowymi w warunkach
stresu. Obrong komorek roslinnych przed szkodliwym dziataniem ROS mozna
charakteryzowa¢ na 3 poziomach: 1) przeciwdziatanie wytwarzaniu ROS; ii) usuwanie
powstatych ROS oraz iii) usuwanie negatywnych skutkow dziatania ROS. Szczegodlng rolg
W zapobieganiu wytwarzaniu ROS na terenie mitochondriéw przypisuje si¢ roslinnej
alternatywnej drodze oddechowej. Oksydaza alternatywna (AOX) poprzez odbieranie
nadmiaru elektronow ze zredukowanego ubichinonu w fancuchu oddechowym przeciwdziata
wytwarzaniu ROS. W tkankach roslinnych wystgpuja bardzo sprawne mechanizmy
enzymatyczne 1 nieenzymatyczne regulujace stgzenie ROS. Glownymi enzymami

regulujacymi stgzenia reaktywnych form tlenu sa dysmutazy ponadtlenkowe (SOD),
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katalazy (CAT) i peroksydazy (POX) w tym gléwnie peroksydaza askorbinianowa (APX).
Wigkszo$¢ tych enzyméw (z wyjatkiem CAT) wystgpuje prawie we wszystkich
kompartmentach  komoérkowych.  Aktywno$¢ enzyméw  antyoksydacyjnych — wraz
z chelatowaniem jonow metali koniecznych do Kkatalizowanej reakcji Habera-Weissa
przeciwdziata wytwarzaniu najbardziej reaktywnego rodnika wodorotlenowego i utrzymuje
odpowiednie st¢zenia molekut sygnatowych. We wszystkich kompartmentach komérkowych
wystepuje rowniez, bardzo aktywny w regulacji stezenia ROS, cykl glutationowo-
askorbinianowy zalezny od NADPH. Na system obronny tkanek roslinnych sktadaja sig
ponadto niskoczasteczkowe przeciwutleniacze: glutation (wystgpujacy w stezeniu 1 — 5
mM), askorbinian (w st¢zeniu 5 — 20 mM), cysteina, tokoferol, karotenoidy, flawonoidy oraz
zredukowany ubichinon. Usuwanie skutkow dzialania ROS wiaze si¢ gltownie

z enzymatycznymi mechanizmami naprawczymi struktur komérkowych.

Celem ¢wiczenia jest okreslenie czy stresowi chlodu (traktowaniu temperatura 4°C przez 3

kolejne noce), jakiemu poddane zostaty rosliny ogoérka (Cucumis sativus) towarzyszy stres
oksydacyjny. W tym celu oznaczamy i) aktywno$¢ peroksydaz w zelu agarozowym; ii)
poziom 1 stan redukcji askorbinianu; iii) poziom peroksydacji lipidow. Szersze omdowienie
zmian w systemie antyoksydacyjnym tkanek ogorka po stresie chtodu oraz zasygnalizowanie

roli AOX bedzie miato charakter demonstracyjny.

Zadanie 1. Oznaczenie aktywnosci peroksydaz

Aktywnos¢ POX oznaczamy w zelu agarozowym. Do studzienek przygotowanego zelu
nanosimy po 20 pl ekstraktow (zawierajacych po 15 pg biatka) oraz przygotowane wzorce
biatek (schemat nanoszenia odpowiednich ekstraktoéw wg uwag prowadzacego ¢wiczenia).
Elektroforez¢ prowadzimy przy przylozonym napigciu 100 V 1 natgezeniu 40 mA na zel,
w buforze o sktadzie 25 mM Tris (pH 8,3) i 192 mM glicyna. Podczas przeprowadzania
elektroforezy natywnej zele nalezy utrzymywaé w temp. ok. 4°C. Zel po zakonczeniu
elektroforezy zanurzamy na 30 min w 20 ml roztworu 0,2 M gwajakolu w 100 mM buforze
octanowym (pH 5,0) a nastepnie dodajemy H,O, do stezenia koncowego 0,1%. Zele

inkubujemy w roztworze az do pojawienia si¢ prazkow. Obraz utrwalamy (skanujemy).
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Zadanie 2. Oznaczanie poziomu i stanu redukcji askorbinianu

Zaproponowana metoda spektrofotometryczna pozwala na oznaczenie stgzenia
zredukowanego askorbinianu (AsA). Poziom dehydroaskorbinianu (DHA) obliczany jest
z r10znicy pomiedzy probkami, w ktorych oznaczono sume¢ askorbinianu oraz
dehydroaskorbinianu (po zredukowaniu puli DHA) a prébka, w ktorej oznaczono
wystepujacy w tkance AsA. Otrzymane zamrozone fragmenty tkanek lisci 1 korzeni (1 g
tkanki) ucieramy w mozdzierzu z dodatkiem 3 ml 0,1 M HCIl. Homogenat przenosimy do
probowki 1 wirujemy 15000 g przez 15 min. W kazdym z otrzymanych ekstraktow

oznaczamy zarOwno AsA jak i sum¢ AsA + DHA.

Oznaczanie AsA Oznaczanie AsA + DHA

Do probéwki typu eppendorf odpipetowac:

270 pl ekstraktu 270 pl ekstraktu
23 ul 1 M NaOH 23 ul 1 M NaOH
300 pl 150 mM buforu fosforanowego (pH | 300 wl 150 mM buforu fosforanowego (pH
7,4) 7,4)
100 pl 10 mM DTT: wymieszac,
200 pl wody inkubowac¢ w temp. pokojowej przez 15
min.

100 pl (0,5%) NEM: wymieszac,
inkubowac 30 sek. w temp. pokojowej

500 ul 10% TCA 500 pul 10% TCA

Odwirowa¢ 3 min w temp. 4 °C

Pobra¢ 500 pl supernatantu do eppendorfa, a nastepnie dodac:

200 pl 42,5 % H3PO4 200 pl 42,5 % H3PO4
200 pl 4% dipirydylu 200 pl 4% dipirydylu
100 pl 3% FeCls (mieszad!) 100 pl 3% FeCls (mieszad!)

Inkubowac¢ 45 min w temp. 37°C

Zmierzy¢ absorbancj¢ przy A = 525 nm

Zawarto$¢ AsA i DHA przeliczamy na 1 g $wiezej masy tkanki. Obliczamy réwniez stosunek

AsA/(AsA+DHA).
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Zadanie 3. Oznaczanie poziomu peroksydacji lipidow

W  oznaczeniu wykorzystujemy reakcje produktu peroksydacji lipidow — dialdehydu
malonowego (MDA) z kwasem tiobarbiturowym (TBA) dajaca barwne produkty
(w kwasnym $rodowisku i wysokiej temperaturze). Pomiar ekstynkcji przy A = 440 i 600 nm
pozwala na korekte absorbancji spowodowana obecno$cia antocyjanin i cukrowcow. 0,5 ¢
zmrozonej tkanki ucieramy w mozdzierzu w obecnosci 12,5 ml 80% (v/v) etanolu.
Pobieramy po 1 ml homogenatu i dodajemy do: mieszaniny (-TBA) zawierajacej: 20% (w/v)
TCA i 0,01% (w/v) BHT (butylowany hydroksytoluen) lub do mieszaniny (+TBA) o
sktadzie: 20% (w/v) TCA; 0,01% (w/v) BHT 1 0,65% (w/v) TBA. Probki doktadnie
mieszamy i inkubujemy przez 20 min w temperaturze 95°C a nastgpnie ochtadzamy (np. w
lodzie). Mieszaniny wirujemy przy 5000 g przez 10 min w temp. 4°C. Absorbancjg
supernatantu mierzymy przy A = 440, 532 1 600 nm. Stezenie (MDA) obliczamy ze wzoru:

[(AbS 532 s 1Ba— Abs 600 . TBA) — (Abs 532 _1ga— Abs 600 —TBA)] =A

[(Abs 440 . 1aa — Abs 600 + 154)0,0571] = B

MDA [nmol ml ] = [(A - B / 157000)] 10°
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FUNKCJE SYSTEMU PRZEWODZACEGO

Transport migdzykomorkowy zwiazkéw organicznych u roslin odbywa si¢ dwiema
drogami: przez blony komoérkowe lub przez plazmodesmy, liczne kanaty cytoplazmatyczne
faczace sasiednie protoplasty. W drugim przypadku, transportowane zwiazki nie opuszczaja
protoplastéw komoérek tworzacych symplast zanurzony w apoplascie tworzonym przez $ciany
komoérkowe 1 przestrzenie migdzykomorkowe. Zjawiska transportowe zachodzace na
poziomie komorkowym sa u roslin przeniesione na poziom nadkomoérkowy, Transport
dalekodystansowy u roslin odbywa si¢ bowiem wewnatrz wyspecjalizowanych komorek:
zywych czlonow rurek sitowych w przypadku nisko- i wysokoczasteczkowych zwiazkéw
organicznych transportowanych z liSci oraz wewnatrz czlondw martwych naczyn
w przypadku transportu wody z korzeni.

System przewodzacy bierze tez udzial w przenoszeniu roéznego rodzaju sygnatow
biochemicznych, takich jak hormony, biatka oraz biofizycznych, np. fali cis$nienia
hydrostatycznego lub potencjatu czynno$ciowego.

Cecha charakterystyczna zywych komorek jest wystgpowanie rdznicy potencjatow
elektrycznych migdzy wnetrzem komorki a przestrzenia poza komodrkowa. Jest to efekt
nierdwnomiernego rozmieszczenia jondw dodatnich i ujemnych. Gdy komoérka jest
stymulowana chemicznie, mechanicznie lub w inny sposob, otwarciu ulegaja kanaly jonowe
w blonie, co prowadzi do jej przejSciowe]j depolaryzacji. Zapoczatkowuje to powstanie fali
potencjatu pobudzenia, ktéra moze by¢ przenoszona z komorki do komorki, a takze wzdhuz

catej rosliny

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ studentdéw z réznymi typami zatadowania floemu

(apoplastyczny, symplastyczny), transportem dalekodystansowym oraz symplastycznym
mechanizmem roztadowania floemu w mtodych lisciach, z nowoczesnymi metodami
stosowanymi przy badaniach proceséw transportowych oraz ze zjawiskiem przekazywania
sygnatéw elektrycznych w roslinach w reakcji na bodzce srodowiskowe oraz z podstawami

elektrofizjologii.
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I. Transport dalekodystansowy w roslinach.

Realizowane beda nastepujace zadania:

1. Identyfikacja lisci donorowych i akceptorowych.

2. Identyfikacja typu zatadowania floemu u roslin.

Wykonanie éwiczen

W  eksperymentach zostang wykorzystane barwniki fluorescencyjne: fluoresceina
1 karboksyfluoresceina ($wiatlo wzbudzenia, Ex = 485 nm; $wiatto emisji, Em = 525 nm).
Pierwszy z nich nie dyfunduje przez btony komoérkowe, wprowadzony wigc do rosliny droga
transpiracyjna pozostaje w apoplascie. Drugi dyfunduje do wnetrza komorek, tam jest
rozkladany przez niespecyficzne esterazy, a nastgpnie przemieszcza si¢ miedzykomdrkowo
przez plazmodesmy. Brak plazmodesm lub ich zamknigcie powoduje zahamowanie dyfuzji

karboksyfluoresceiny. Z tego wzgledu jest stosowana jako znacznik ciagto$ci symplastu.

1. Przygotowanie roztworu karboksyfluoresceiny
a) Odwazy¢ 1200 pg karboksyfluoresceiny (CFDA).

b) Rozetrze¢ CFDA zwilzona szklang bagietka na szkietku zegarkowym.

c) Rozpusci¢ CFDA w 19 ml wody redestylowane;.

d) Bardzo powoli doprowadzi¢ pH roztworu CFDA do wartosci 6,3 dodajac po
50 pl przygotowanego wczesniej 0,0001 M NaOH (do 100 ml wody redst.
doda¢ 100 ul 0,1 M NaOH).

e) UWAGA! Nawet chwilowe przekroczenie pH 7 spowoduje nieodwracalny
rozktad CFDA, o czym $§wiadczy z6tta barwa roztworu!

f) Uzupehié roztwor do 20 ml.

g) Trzymaé¢ w ciemnym naczyniu, uzywa¢ na §wiezo, roztwor powinien by¢

bezbarwny.

2. Przygotowanie roztworu fluoresceiny

a) Rozcienczy¢ roztwor bazowy fluoresceiny (94 mg fluoresceiny, 3 ml EtOH
96%, dopetni¢ woda do 10 ml) 200 razy,
b) Przechowywa¢ w ciemnym naczyniu, nie wystawia¢ na silne §wiatto, uzywac

na $wiezo.
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Zadanie 1. Identyfikacja lisci donorowych i akceptorowych

Zadanie polega na okre$leniu zdolnosci do roztadowania floemu ro$liny dwulisciennej
(grochu), w lisciach pochodzacych z roznych pigter. Barwniki zostana podane do roslin droga
transpiracyjna.

1. Odcia¢ pod woda ped rosliny przy nasadzie.

2. Szybko przenies¢ odcigty ped do naczynia z roztworem barwnika fluorescencyjnego.

warianty eksperymentalne: - woda, - fluoresceina, - CFDA.

2. Nastgpnie pedy oswietlamy przez 30 minut (pobieranie badanych roztworow).

3. Odciac 4 — 5 lidci z r6éznych pigter 1 utozy¢€ je na ptytce pomiarowej, przykry¢ szklang
szybka, zanotowac sposob utozenia (liscie mtode, liscie dojrzate, liScie stare).

4. Zmapowac poziom fluorescencji liSci przy swietle wzbudzenia 485 nm i §wietle emis;ji
538 nm.

5. Powtdrzy¢ pomiar fluorescencji przy swietle wzbudzenia 444 nm i $wietle emisji 612
nm (fluorescencja chlorofilu).

6. Policzy¢ $rednia fluorescencj¢ dla badanych lisci.

Intensywna fluorescencja liScia w zakresie 538 nm $wiadczy o przemieszczaniu si¢ barwnika
w obrgbie symplastu (stan charakterystyczny dla mlodego, nierozwinigtego liscia, bedacego
akceptorem asymilatow), brak lub staba fluorescencja $wiadczy o izolacji symplastycznej
floemu od reszty liScia (stan charakterystyczny dla dojrzalego liscia rosliny

o apoplastycznym typie zaladowania floemu, bedacego donorem asymilatow).

Zadanie 2. ldentyfikacja typu zaladowania floemu u roslin

Zadanie obejmie S$ledzenie przemieszczania karboksyfluoresceiny w liSciach ro$lin
z symplastycznym (dynia olbrzymia) i apoplastycznym (fasola) typem zatadowania floemu
1 obliczenie szybkos$ci przemieszczania sig karboksyfluoresceiny w lisciach dyni olbrzymie;.
W eksperymencie zostanie wykorzystana karboksyfluoresceina podana bezposrednio do
liscia.

1. Do malego naczynka wagowego wla¢ ok. 2 ml roztworu karboksyfluoresceiny.
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Umie$ci¢ w nim maty (0,5 cm x 0,5 cm) skrawek papieru ryzowego, zostawi¢ na 20
min.

Niewielki obszar liscia dyni lub fasoli przetrze¢ drobnym papierem $ciernym,
unikajac uszkodzenia tkanki.

Na oczyszczonym miejscu umiesci¢ skrawek papieru ryzowego nasaczonego
karboksyfluoresceina.

Po 30 minutach li$¢ odciaé, skrawek papieru ryzowego przykry¢ fragmentem folii
aluminiowej i utozy¢ je na plytce pomiarowej, przykry¢ szklana szybka.

Zmapowac¢ poziom fluorescencji liSci przy $wietle wzbudzenia 485 nm 1 $wietle

emisji 538 nm.

Intensywna fluorescencja w zakresie 538 nm poza miejscem podania barwnika $wiadczy

o symplastycznym typie zatadowania floemu, brak fluorescencji o apoplastycznym typie

zatadowania floemu.

Jako poziom tla przyja¢ warto$¢ 1 JU (jednostki umowne fluorescencii). Policzyé szybkosé

przemieszczenia sie barwnika przyjmujac, ze rozdzielczo$¢ skanowania powierzchni liscia

wynosi 6 mm.

I1. Przesylanie fali potencjalu pobudzenia w roslinie.

Zadanie obejmie:

1.
2.

Okreslenie potencjalu spoczynkowego u fasoli.

Stymulacj¢ fali potencjalu pobudzenia przez rdézne bodZce zewngtrzne (goraco,
zimno, stres mechaniczny).

Obliczenie szybkosci przemieszczania si¢ fali potencjatu pobudzenia.

Blokowanie przemieszczania si¢ fali potencjatu pobudzenia wzdluz ro$liny przez

obraczkowanie todygi.

Opis ukladu eksperymentalnego

Uktad pomiarowy sktada si¢ z elektrod Ag/AgCl; podtaczonych przez przedwzmacniacz do

rejestratora. Systemiczne przekazywanie sygnatéow elektrycznych w ro$linach odbywa sig

wzdhuz systemu przewodzacego i najlepsze efekty uzyskuje si¢ po wkiuciu elektrod do
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komorek floemu (elektrody wewngtrzne). Mozliwe jest jednak wykorzystanie tzw. elektrod
zewngtrznych, wkhutych jedynie do todygi lub ogonka lisciowego.

Elektrody

Elektrode stanowi mikrokapilara wypetniona 0,1 M roztworem KCI oraz umieszczony w niej
cienki drut srebrny. Pojedynczy uktad pomiarowy sktada si¢ z dwoch elektrod, referencyjne;j
1 pomiarowej, podlaczonej odpowiednio do ujemnego 1 dodatniego wejscia
przedwzmacniacza. Wykonanie elektrody polega na napetieniu mikrokapilary roztworem
KCI, umieszczeniu w niej drutu srebrnego, przymocowanego do niej nastepnie klejem
cyjanopanowym. Kolejnym krokiem jest podtaczenie (przylutowanie) jednej z elektrod do

»T~ przedwzmacniacza (odtad bedzie to elektroda pomiarowa), a drugiej do .-

przedwzmacniacza (odtad bedzie to elektroda referencyjna). Nalezy pamigtaé, aby podczas

wszystkich operacji z elektrodami przedwzmacniacz byl odlaczony od =zasilania i od

rejestratora!
Elektrodg referencyjna nalezy delikatnie wkiu¢ w podstawe todygi fasoli, natomiast elektrodg

pomiarowa kilka — kilkanascie centymetrow wyzej. Nalezy pamigtac, ze mikrokapilara jest
krucha i podczas wktuwania moze ulec ukruszeniu badz ztamaniu, co moze prowadzi¢ do
skaleczenia.

Przedwzmaniacz

Przedwzmacniacz jest prostym ukladem elektronicznym wyposazonym w uktad wejscia
1 wyjscia, uktad zasilania (9 V pradu statego lub akumulator), oraz wysokooporowy (> 10%
Q) wzmacniacz operacyjny. Uktady wejscia/wyjscia nie sa zabezpieczone przed zwarciem,
nalezy wigc zachowaé szczegodlna ostrozno$¢ przy uktadaniu przewodow, aby uniknaé
zetknigcia si¢ niezaizolowanych koncowek (zwarcie moze spowodowaé uszkodzenie
przedwzmacniacza).

Po przylutowaniu elektrod do wejs¢ przedwzmacniacza, wyjscie nalezy podiaczy¢ do
rejestratora, pamigtajac o zachowaniu biegunowosci, dopiero teraz mozna wlaczy¢ zasilanie
przedwzmacniacza oraz, na kofcu, rejestratora. Wytaczanie uktadu odbywa si¢ w odwrotnej

kolejnosci, tzn. rejestrator — zasilanie przedwzmacniacza — elektrody.

Obserwacje

Badane beda reakcje rosliny na nastgpujace bodzce:
— dotyk,
— uszkodzenie liscia

— chtéd
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— goraco

Ponadto, po podlaczeniu drugiego uktadu pomiarowego (z jedna wspdlna elektroda
referencyjna) zmierzona zostanie szybkos$¢ przesylania impulsow elektrycznych wzdtuz

rosliny.

Opis wynikoéw

W sprawozdaniu nalezy wskaza¢, jakie bodzce powoduja powstawanie impulsow
elektrycznych oraz jaki jest ksztalt impulsoéw wywotywanych przez rézne bodzce. Wyniki
nalezy przedstawi¢ w postaci tabelki.

Obliczen szybkosci przesylania impulsow elektrycznych w  ro$linie nalezy dokonaé
W oparciu 0 zapisy rejestratora i znana odleglo$¢ migdzy elektroda pomiarowa nr 1
i elektroda pomiarowa nr 2. Szybkos$¢ przesytania impulsow elektrycznych nalezy wyrazi¢ w

cm/sek.



