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1. UVOD

Nasledujici experimenty z fyziologie rostlin slouzi jako doplnék ke skriptim Cviceni
z fyziologie rostlin (pracovni seSit) pro studenty predmétu Zaklady fyziologie rostlin a
Fyziologie rostlin, ptipadné studenty predmétu Zaklady riistu a vyvoje rostlin.

Popisované experimenty sestavaji z teoretické Casti, ktera vysvétluje pouzité metody a
definuje zadkladni pojmy a praktické casti, kde je popsén postup vlastniho experimentu.
Nasleduji predtisténé tabulky a volny prostor pro vypocty, grafy a zavér experimentu.
V zéavéru kazdého experimentu jsou kontrolni otazky pro shrnuti probiraného tématu.

Zpracovani téchto studijnich materialti, véetné potizeni nékterych piistroji pouzivanych
pfi uskuteénéni vybranych experimentl, bylo financovano prostfednictvim projektu Fondu
rozvoje vysokych Skol ¢. 1637/2012/F4/a: ,,Inovace vyuky piedmétu Zaklady fyziologie
rostlin®.



2. Stanoveni vodniho potenciilu kompenzac¢ni metodou v kapalné fazi
refraktometricky

Zakladem kompenzaénich metod stanoveni vodniho potencialu rostlinného pletiva je
hledani roztoku o znamém osmotickém potencialu, ktery se rovna vodnimu potencialu
meéifeného pletiva a tedy je s nim izotonicky.

Jednou z kompenzaénich metod stanoveni vodniho potencidlu je refraktometricka
metoda zalozena na zméné koncentrace fady roztoki sachardzy o znamé molarité v diusledku
probihajici plazmolyzy ¢i deplazmolyzy vlozeného rostlinného pletiva. Zmény koncentrace
méfime pomoci indexu lomu roztoku sacharézy na digitalnim refraktometru.

Refraktometrie je optickd metoda analytické chemie, zalozena na méfeni indexu lomu
svétla. Dopadne-li paprsek svétla na rozhrani dvou fazi, mize se bud’ odrazit (tzv. reflexe),
nebo zlomit (tzv. refrakce). Uhly dopadu, odrazu i lomu se m&ii mezi paprskem a kolmici
spusténou na fazové rozhrani.

Paprsek se lame v disledku rozdilné rychlosti svétla v obou fazich. Pokud paprsek
dopada do faze, ve které je rychlost svétla nizsi oproti plivodni fazi, je thel lomu mensi nez
uhel odrazu (tzv. lom ke kolmici), v opacném piipadé nastava lom od kolmice.

Index lomu je pomér rychlosti svétla ve fazich, kterymi svétlo prochazi. Aby bylo mozné
porovnavat latky podle jejich indexu lomu, voli se shodné prostiedi, ze kterého paprsek
dopada (idedlnim prosttedim je vakuum, v praxi se pouziva vzduch).

Prichod svétla rozhranim dvou prostiedi o indexech lomu n; a n, se fidi Snellovym
zékonem.

Vzhledem k tomu, Ze relativni index lomu vzduchu je roven 1, vztah se pouziva ve
zkracené formé:

n=sino/sinf

U refraktometrické metody je nutné naméfené vysledky vztahovat na hodnotu
koncentrace, vypocitané podle indexu lomu na pocatku kazdého méteni. ProtoZe po vnoteni
meéfeného pletiva do osmotika mohou nastat zmény v jeho koncentraci zplisobené vytokem
bunééného roztoku na feznych plochach apod., je vhodné jako vychozi hodnotu pro stanoveni
zmén pouzit index lomu kapky roztoku, kterou odebereme po vloZeni materidlu a promichani.

POSTUP: Z listovych Cepeli fazolu, rajcete, bobu apod. vysekame korkovrtem 11 paralelnich
vzorkil (viz obr. 1) ter¢ikGi po 10 ks v kazdém vzorku. Ter¢iky vlozime do plastovych
mikrozkumavek s vickem (2 ml). Do 11 zkumavek odpipetujeme po 1 ml roztoki sacharozy
v odstupiiovanych koncentracich od 0 do 1 mol.I*, promichame opatrné plastovou ty&inkou a
ihned méfime pocateni index lomu (ng) refraktometrem (viz navod k obsluze digitalniho
refraktometru) a zkumavky uzavieme vickem.

Po hodinové expozici roztoky ve zkumavkach opét promichame cistou plastovou
ty¢inkou a opét zmétime indexy lomu (n;). Hodnoty molarnich koncentraci roztoku
sachardzy, indexti lomu na pocatku pokusu (ng) a indexti lomu po expozici (n1) a rozdil
indexti lomu na konci a na pocatku pokusu (n) zaneseme do tabulky. Zjisténé rozdily indext
lomu (n) vyneseme do grafu jako funkci koncentrace (obr. 2). Ziskanymi body v grafu
prolozime regresni piimku, jejiz prisecik s osou x (tj. s hladinou nulové zmény) udava
izotonickou koncentraci, tj. koncentraci bun&né §tavy (c) vyjadfenou v moll™. Hodnotu
osmotického potencidlu Ws vypocitame z Van't Hoffovy rovnice. Ze znamé zavislosti
vodniho a osmotického potencidlu ur¢ime hodnotu vodniho potencidlu Ww.


http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Optick%C3%A9_metody&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Analytick%C3%A1_chemie
http://cs.wikipedia.org/wiki/F%C3%A1ze_%28termodynamika%29
http://cs.wikipedia.org/wiki/Rychlost_sv%C4%9Btla

Ukoly:

1. Sestrojte graf zavislosti zmén indexu lomu na molarit¢ osmotického roztoku sachar6zy.

2. Stanovte hodnotu vodniho potencialu prométovaného rostlinného pletiva.
3. Stanovte hodnotu osmotického potencialu Ws vypoctem z Van't Hoffovy rovnice.

Vysledky:

Tabulka:
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Obr. 1: Zpisob paralelniho odbéru teréiku z listu.
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Obr. 2: Graf zavislosti zmén indexu lomu na molarit¢ osmotickych roztoki (Slavik et al.,
1965).



Tabulka 1: Refrakce a osmoticky potencial pro rizné molarni koncentrace sachardzy pii 20

°C.
koncentrace refrakce osmoticky potencial

sachardzy

mol dm’ N atm bar MPa Jkg!
0,00 1,3330 0,00 0,00 0,000 0
0,05 1,3355 -1,20 -1,22 -0,122 -122
0,10 1,3379 -2,65 -2,68 -0,268 -269
0,20 1,3428 -5,27 -5,34 -0,534 -534
0,30 1,3476 -8,14 -8,25 -0,825 -826
0,40 1,3525 -11,12 -11,27 -1,127 -1129
0,50 1,3574 -14,10 -14,51 -1,451 -1432
0,60 1,3623 -17,81 -18,05 -1,805 -1808
0,70 1,3672 -21,47 -21,75 -2,175 -2179
0,80 1,3720 -25,54 -25,88 -2,588 -2601
0,90 1,3769 -29,70 -30,09 -3,009 -3014
1,00 1,3816 -34,60 -35,06 -3,506 -3512

Kontrolni otazky:

1. Jakymi zplisoby mlizeme vyjadfit vodni stav v rostlinach?

2. Charakterizujte jednotlivé slozky vodniho potencialu.

3. Jakymi metodami Ize stanovit hodnotu vodniho potencialu rostlinnych pletiv?
4. Jak stanovime osmoticky tlak bunééné st'avy?




3. Konduktometrické stanoveni poskozeni bunék piisobenim stresovych
faktor.

Rostlinnd buitkka je tvofena bunéfnou sténou a protoplastem. Protoplast obsahuje
cytoplazmu, v niz je jadro a ostatni buné¢né organely. Z vnéjSku je protoplast ohrani¢en
plazmatickou membranou (plazmalemou). Kromé cytoskeletu, cytoplazma obsahuje
nestrukturalni zakladni substanci - cytozol, ve kterém jsou organely a membranova soustava
rozptyleny. Cytosol je tvofeny zejména vodou, proteiny, signalnimi molekulami a ionty. Tim,
ze Ttada rozpuSténych komponent ma naboj, pusobi jako elektrolyt. Pfi poruseni
semipermeability plazmalemy (polopropustnosti) v disledku pusobeni stresovych faktord
(teplo, mraz, chemické latky apod.), dochazi k uvolnéni cytosolu do mezibunécného prostoru,
odkud se da snadno vyttepat do destilované vody. Zmétenim jeji vodivosti miizeme stanovit
relativni miru poskozeni buné¢k.

K méfeni vodivosti roztoku se pouziva konduktometrie. Tu muZzeme definovat jako
elektroanalytickou metodu definujici elektrické vlastnosti analyzovaného roztoku. Principem
konduktometrického stanoveni poskozeni rostlinného pletiva je stanoveni mnozstvi vyteklého
elektrolytu zmétenim jeho vodivosti a porovnani s neposkozenym rostlinnym pletivem.

POSTUP: Zbulvy cCervené fepy (Beta vulgaris sp.) pomoci korkovrtu o priméru 5 mm
vykrajime potiebny pocet 2 cm dlouhych vale¢kli. Vykrojky dikladné promyjeme pod
tekouci studenou vodou, abychom z poranénych bunék odstranili volné unikajici bunéény
roztok.

Do ocislovanych zkumavek 1-4 vlozime po 2 vykrojcich rostlinného materialu a pokus
zalozime podle nasledujiciho schématu:

Zkumavka ¢.: 1 2 3 4
5 ml dest. Vody | 5 ml dest. Vody | 5 ml 30% kyseliny | 5 ml dest. Vody
octove
Varianta Kontrola—bez | 1 minutavaru | 15 minut pisobeni 20 minut
zasahu chemické latky | pisobeni mrazu

Varianta 1: Po vlozeni vykrojki do destilované vody, zméite hodnotu vodivosti
destilované vody a udaj zaneste do tabulky.

Varianta 2: Zkumavku opatrné zahfejeme nad kahanem, pfivedeme k varu a povatime.

Varianta 3: Kyselinu octovou nechdme pisobit po dobu 15 minut, poté lehce vykrojky
proplachneme, aby se odstranil zbytek kyseliny octové a vlozime je do 5 ml destilované
vody.

Varianta 4: Zkumavku vlozime do mraziciho boxu po dobu 20 minut. Potom zkumavky
vyjmeme a nechame pomalu roztat.

Po ubéhnuti ¢asu, po ktery byly zkumavky pfislusnych variant vystaveny plisobeni
stresovych faktort, vlozime zkumavky do tfepacky a po dobu 20 minut nechdme tfepat
(ndvod na provoz tfepacky viz manudly k obsluze laboratornich pfistrojt).



Ukoly:

1. Porovnejte vizuadlné a popiste rozdily v zabarveni roztoku u jednotlivych variant a uved'te,
u kterych variant doslo k poruseni semipermeability.

2. Pomoci konduktometru zméite vodivost elektrolytu (destilované vody) v jednotlivych
zkumavkach. Namétené udaje zaneste do tabulky.

3. Podle hodnot naméfené vodivosti stanovte u jaké varianty pokusu doslo k nejvétsimu
poskozeni membran v disledku ptsobeni stresového faktoru.

Vysledky:
Tabulka:

Zkumavka 1 2 3 4

Vodivost na - - -
pocatku pokusu
Vodivost po

pusobeni stresu

Zavér:

Kontrolni otazky:

1. Vysvétlete pojem semipermeabilita plazmalemy.

2. Jaké znate abiotické stresové faktory?

3. Jakym zplsobem dochazi k poskozeni membran?

4. Popiste princip odolnosti bunék vii¢i nizkym teplotam, uved’te piiklad.



4. Ucinek auxinu, giberelinu a cytokininu na tvorbu adventivnich korenii

Fytohormony jsou endogenni rustové regulatory, které jsou u¢inné ve velmi nizkych
koncentracich, ve stopovych mnozstvich (< 1 mmol 17, Gasto i < 1 pmol I'). Vyvolavaji
biochemické, fyziologické a morfologické reakce bud’ piimo v organu svého vzniku, nebo
V mistech, kam jsou transportovany vodivymi pletivy ¢i difuzi. Patii k nim pfedevsim auxiny,
cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova a etylén. Stimula¢ni ristové vlivy jsou pfitom
spojeny piedevsim s nizkymi koncentracemi auxinu, s cytokininy a gibereliny, inhibi¢ni vlivy
pak hlavné s kyselinou abscisovou, s etylénem a s vys$simi koncentracemi auxinu.

Auxiny se tvori pfedev§im ve vegetaénim vrcholu a v nejmladsich listech, v kambiu a
VvV oplozeném vajicku. V rostlin¢ se pohybuji vyrazné polarn€, od vrcholu k bazi. Podporuji
piredevsim prodluzovani bunék, vznik partenokarpickych plodl, zakofetiovani tizkt, hraji
dilezitou roli v apikalni dominanci (nadvladé vrcholu) atd. Ve vyssich koncentracich plisobi
na rostliny toxicky.

Cytokininy jsou tvofeny piedev§sim v kofenech, odkud se pohybuji polarn¢ do
nadzemnich ¢asti rostliny. Cytokininy vytvafené pupeny se pohybuji polarné smérem ke
kofenim. Maji Siroké spektrum ucinkl. Jsou nezbytné pro déleni bunék, rusi apikalni
dominanci vrcholu stonku, zpomaluji stdrnuti listd apod.

Gibereliny jsou produkovany pfedevsim kofeny, nejmlad$imi listy a semeny. Transport
probihd obousmérné, Casto ke zdroji auxinu. Gibereliny podporuji prodluzovéni bunék,
prodluzovaci rist stonkl, prerusuji dormanci (odpocinek rostlin), indukuji syntézu enzymu
a-amylazy v aleuronové vrstvé klic¢icich obilek atd. Ve vysSich koncentracich nepiisobi na
rostliny toxicky.

Zakladani laterarnich a adventivnich kofeni Ize stimulovat vlivem auxini. Tvorba
téchto kotenti v dolni ¢asti stonkovych fizka souvisi s hromadénim auxinu pfi jeho poldrnim
transportu. Pro tento ucel lze uzit kyselinu indolyl-3-octova (IAA), a nebo a-naftyloctova
kyselina (NAA) a indolyl-3-maselna kyselina (IBA), které jsou stabilngjsi a nerozkladaji se na
svétle tak rychle jako IAA. Stimulaéni efekt auxinl se projevuje na zacatku iniciace kofeni a
Vv ¢asnych stadiich jejich vyvoje.

POSTUP: Utinek vybranych regulatorti (IAA, BA, GA) ristu ovéiime u 10 dni starych
kliénich rostlin fazolu obecného nebo hrachu setého. Rostlinam fazolu, rostoucich ve skleniku
Vv agroperlitu odstranime Kofeny odfiznutim na bazi hypokotylu. Rostliny umistime po tiech
do kultiva¢nich nadobek tak, aby feznou plochou byly ponofeny v roztoku fytohormonu
v nadobcee. V nadobkéach budou roztoky IAA, BA, GA v koncentracich 10*M, 10°M, 10°M,
jako kontrola bude pouzita destilovana voda. Nadobky s rostlinami ponechdme na svétle pfi
laboratorni teplot¢ a za 1 tyden méfime pocet, délku a hmotnost kotent.

Ukoly:

1. Porovnejte vizualné a popiste rozdily v tvorbé adventivnich kofenti v zavislosti na druhu a
koncentraci pouzitych fytohormont.

2. Zmette délku vytvorenych adventivnich kofenti a stanovte jejich hmotnost.

3. Navrhnéte tabulku, do které zaznamenejte naméfené hodnoty a ziskané vysledky zpracujte
graficky.
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Vysledky:

Popis a nékres:

Tabulka:
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Graf:

ZAaveér:
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Kontrolni otazky:

1. Vysvétlete pojem regulatory rostlinného rtistu?
2. Jaké znate rostlinné fytohormony?
3. Které fytohormony ovliviiuji zakladani adventivnich kofenti?
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5. Pozorovani spojitého spektra viditelného zareni a stanoveni absorp¢nich
spekter chlorofyli a karotenoidii na ru¢nim spektroskopu

Viditelné svétlo o vinovych délkach 400 - 700 nm je ta Cast spektra, na kterou je citlivé
lidské oko. Tato cast elektromagnetického spektra se také oznacuje jako svételné spektrum.
Jednotlivé barvy, vyskytujici se ve svételném spektru se nazyvaji spektralnimi barvami a
odpovidaji jim urcité intervaly vinovych délek elektromagnetického zafeni. Fialové svételné
zafeni ma vinovou délku asi 380 az 425 nm, modré 425 az 490 nm, modrozelené 490 az 510
nm, zelené 510 az 550 nm, zluté 550 az 585 nm, oranzové 585 az 640 nm, Cervené 640 az 700
nm a dlouhovIlnné ¢ervené 700 az 780 nm. Do vySe uvedené oblasti viditelného zéieni spada i
radiani energie elektromagnetického zatreni, které vyuzivaji zelené rostliny pro pribéh
fotosyntetickych procesii. Toto fotosynteticky ucinné zafeni se oznacuje jako fotosynteticky
aktivni radiace (FAR).

Dopadem svételnych paprskii na opticky hranol dochazi k jejich lomu a rozkladu na
jednotliva spektra, ktera 1ze pozorovat pomoci spektroskopu.

Spektroskopie je fyzikalni obor zabyvajici se vznikem a vlastnostmi spekter. Je to
metoda zalozend na interakci elektromagnetick¢ho zafeni se vzorkem. Zakladatelem
spektroskopie je sir Isaac Newton, ktery pomoci optického hranolu objevil monochromatické
svétlo. Prvni spektroskop vytvotili Kirchhoff a Bunsen a v roce 1860.

Spektroskop je piistroj pro rozkladani viditelného svétla na jednotlivé slozky a jejich
vizualni pozorovani. Sklada se z kolimatoru se $térbinou, disperzniho prvku (hranol, mfizka)
a objektivu spojené¢ho s dalekohledem. Koliméator vytvaii z rozbihavych paprski zkoumaného
svétla paprsky rovnobézné, které dopadaji na disperzni prvek, ktery zkoumané svétlo rozklada
na spektrum. Dalekohled umozniuje podrobnéjsi zkoumani vzniklého spektra.

Prochazi-li bilé svétlo skrze kapalinu, dochazi k vzniku absorpéniho spektra. Absorpéni
spektrum lze pozorovat napt. na ru¢nim spektroskopu.

Dutlezitou podminkou fotosyntézy jsou fotosyntetické pigmenty. Jsou pfitomny
fotosyntetickymi pigmenty jsou chlorofyly. U vyssich rostlin chlorofyl a a chlorofyl b. Jejich
pomér je asi 3 : 1, neni vSak staly. Chlorofyly absorbuji fialové a modré svétlo s maximem
mezi 440 a 480 nm a oranzovocervené svétlo s maximem mezi 650 a 680 nm. Prakticky
vilbec nepohlcuji zelenou ¢ast spektra. Absorpéni spektra maji mirné posunuta, takze se
v uvedenych Castech spektra velice dobfe doplnuji. Chlorofyl a je nezbytny pro vlastni
pfeménu energie ve fotosyntéze. Ostatni pigmenty maji jen pomocnou funkci, protoze
zachycuji dopadajici zafeni a energii svého excitovaného stavu preddvaji na chlorofyl a.

Funkci fotoreceptorii plni u vysSich rostlin také karotenoidy. Jsou to fotosyntetické
pigmenty Zluté, oranzové a Cervené barvy. DEli se na bezkyslikaté karoteny a kyslikaté
xantofyly. Tato pomocna fotosyntetickd barviva absorbuji svételné zateni o vlnovych délkach
od 400 do 520 nm, tedy fialové a modré az modrozelené, a zachycena svételnd energie je
potom pienesena na chlorofyly, kde se vyuzije v procesu fotosyntézy. Z karotent se v listech
vys$ich rostlin nejcastéji vyskytuje f-karoten, z xantofylti pak violaxantin, lutein a zeaxantin.
Byvaji rovnéz ¢astecné vazany na bilkoviny. Jsou to doplitkové pigmenty, které ovSem také
chrani fotosynteticky aparat pted nevratnou fotooxidaci.

Fotosyntetické pigmenty jsou pfevazné malo polarni a rozpoustéji se tudiz velmi dobie
I V malo polarnich nebo téméi nepolarnich organickych rozpoustédlech (benzen, petroléter).
Chceme-li je ale uvolnit z thylakoidnich membran (napf. pro jejich spektrofotometrické
stanoveni), musime pouzit siln€ polarni organické rozpoustédlo. Nejcastéji se pouziva aceton
nebo metanol.

14



K pozorovani absorp¢nich spekter vyuzijte acetonovy extrakt fotosyntetickych pigmenti
piipraveny z listového pletiva vybranych rostlin a roztoky chlorofylinti a karotenoidt vzniklé
separaci acetonového extraktu pomoci petroléteru.

Do kyvetky postupné odpipetujete 2 ml pfipravenych vzorku acetonového extraktu,
chlorofylinti a karotenoidd. Po vlozeni kyvetky do drzaku ru¢niho spektroskopu pozorujte
proti svétlu pohledem do okuléaru spektroskopu absorpcni pasy jednotlivych vzorki.

Ukoly:

1. Podle navodu pozorujte pomoci Kirchhoff-Bunsenova spektroskopu rozklad svételného
zateni na spojité spektrum.

2. Na ru¢nim spektroskopu porovnejte absorpcni spektra chlorofyll a karotenoida
s absorpcnim spektrem acetonového extraktu. Absorpéni pasy zakreslete.

Vysledky:
Nakres:
380 450 480 510 570590 620 780 nm
gpektrum zaieni
380 450 480 510 570590 620 780 nm
chlorofyly
380 450 480 510 570590 620 780 nm
karotenoidy
380 450 480 510 570590 620 780 nm
acetonovy extrakt
Popis:
Zavér:
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Kontrolni otazky:

Které fotosyntetické pigmenty vyssich rostlin znate?

Jaka je funkce chlorofyll pii fotosyntéze?

Jaka je funkce karotenoidl pii fotosyntéze?

Vysvétlete princip spektroskopie?

Jaké rozpoustédlo pouzijete pro vzajemné oddé€leni chlorofyll a karotenoida?

orwbpPE
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