Cviceni z fyziologie rostlin

2. Osmoticky a vodni potencial




Vodni rezim rostlin

» Nutnost prijimat vodu jako:

» |atku' - zAkladni slozka cytoplazmy bunék, substrdt pro
fotolyzu vody béhem fotosyntézy

»  rozpoustédlo, nosné médium* - prijem zivin z pudy,
transport latek v rostling, vse ve formé vodnych roztoks

» Hnaci sila toku vody - osmoza

voda

polopropustnd
membrdna




Vodni potencidl

» Velicina pro popis a kvantifikaci tfransportu vody v rostliné

= Y=p-=n[Pq] Predpoklad: pevnd bunécna sténal

» ¥ = vodni potencidl Bunka
pred
» p = hydrostaticky tlak pokusem
» 7 = osmoticky tlak (hodnoty
v MPaq)
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Metody stanoveni vodniho
potencidlu

» Neprimé stanoveni — stanoveni osmotického
potencidlu nt (zanedbdni vlivu tlakove slozky ,,p") %

» Metoda hranicni plazmolyzy

» Refraktometrickd metoda
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Stanoveni osmotického
potencidlu T

» Osmoticky tlak = tlak, ktery musi pUsobit na roztok, aby se
zabranilo pronikani molekul vody do roztoku (vyvold
zastaveni osmozy)

» Osmoticky potencidl = potencidl bunky/pletiva vykdzat za
idedlnich podminek osmoticky flak

Osmoticky potencidl bunky/pletiva zavisi na obsahu
osmoticky aktivnich latek v cytoplazmé (kompatibilni
osmotika (napr. cukry, aminokyseliny)

a vakuole (napf. anorg. ionty K*, Mg?*, NO;)




Metoda hranicni plazmolyzy

» |nkubace vzorkU pletiva v koncentracni fadé roztokU
s osmoticky aktivni latkou (napr. sachardzou)

» Vakuoly a celé protoplasty bunék reaguiji na osmotické
vlastnosti roztoku okolo nich prijmem nebo vydejem vody

plasmolyza plasmoptyza

Pozorovani podilu ,,plazmolyzovanych* bunék

Hleddni koncentrace osmotika, pfi niz je praveé 50% bunék
plazmolyzovanych

Prepocet odpovidaijici koncentrace osmotika na hodnotu
osmotického potencidlu.



Plazmolyza rostlinnych bunék

Allium cepa (Cesnek cibule) — pokozka duznaté suknice
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metoda

» |nkubace vzorkU pletiva v
koncentrac¢ni fadé roztokU s
osmoticky aktivni Idtkou
(sachardzou)

» Pozorovdani zmény
koncentrace osmotika v
inkbacnim roztoku pomoci
refraktometru

Porovndni hodnot z fady
vzorkU s kalibracni fadou
pUvodnich roztokd

Hleddni izotonické
koncentrace

Prepocet odpovidajici
koncentrace na osmoticky
potencidl

Refraktometrickd
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Osmometrie

» 7dkladni osmometrie — sledovani osmozy jako
zvyseni/snizeni hladiny kapaliny v kapilare
osmometru naplnéném zkoumanym roztokem.

®» Pdrni osmometrie — sledovdani osmozy vody z vodni
Ary do kapky zkoumaného roztoku na zakladé
zmeény jeho feploty (ohrdati = prijem vody
koncentrovanym roztokem)

® /mrazovaci osmometrie — stanoveni osmotického
potencidlu roztoku podle presné teploty fuhnuti
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Primé stanoveni — tlakovad
metoda

» Princip - pUsobenim vnéjsino tlaku dojde k prekondni
osmotického tlaku a vytlaceni vody z bunék do
Xylému

» Balancni tlak = Ciselné vodni potencidl
Obr. 1 \ 5

Chamber Presaiing




Pfimé stanoven -
osychrometrie
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® Princip — stanoveni teploty rosného bodu (teploty pri
maximalnim nasyceni vzduchu vodni pdrou, fj. pfi
100% relativni vzdusné vihkosti)

» Ve vzduchotésné mérici komore se nad vzorkem
pletiva/pUdy ustavi rovnovdha mezi vodou ve vzorku
a vodni pdrou v komore, tlak vodni pdry odpovidd
vodnimu potencidlu vzorku




Prakticke ndvody




1. Refraktometrickd metoda

» Princip:

» /ména koncentrace osmoticky aktivni ldtky (sachardzy) v roztoku
po inkubaci se vzorkem rostlinného pletiva detekovand opticky

= ‘Pomucky a potreby:

» Rostlinny materidl — hlizy brambor

» Pfiprava vzorkU — korkovrt, N0z,
pravitko

» |nkubacniroztoky —
koncentrdt 1M sachardza
koncentracnifada 0,1 M; 0,2 M;
0,3M;....0,9 M; (1,0 M)
kontrola (0 M) — Cistd voda

» PomuUcky — sada zkumavek 10mL, kadinky, pipety (1, 5 a 10 mL),
refraktometr




1. Refraktometrickd metoda

» Provedeni (1):

» Oznacit kadinky @
zkumavky
(1 kadinka a 2-3 zkumavky
na jednu koncentraci).

® Pfipravit koncentracni ’

fadu roztokU, od kazdé
koncentrace 10 (resp. 20) @)
mL. =

——

= Do vSech zkumavek
(2 sady se vzorky, 1 sada
kalibracni) napipetovat
roztok podle koncentrace
v objemu 1T mL




» Provedeni (2):

® Pripravit vzorky z
bramborovych hliz:

Pomoci korkovrtu vyvrtat
valecky drené

dkrojit okraj valecku se
lupkou, zarovnat reznou
plochu

Rozdélit valeCek na
presné 2,5 cm dlouhé
Spaliky a ty rozfiznout napdl

Mensi kusy vdaleckl z
odkrojku Ize sloZit k sobé do
celkové déelky 2,5 cm.




1. Refraktometrickd metoda

» Provedeni (3): f
=» Do dvou sad ' ;

zkumavek umistit
Spaliky drené,
jednu sadu
kumavek
ponechat
préazdnou
(kalibracni rada)

» 7kumavky uzavrit
vickem a nechat
za obcasného
protrepadni
inkubovat
minimalné 30
minut.




1. Refraktometrickd me’rodo

» Méreni (1):

» Pripravit refraktometr —
sejmout hranol, oCistit
Cistou vodou hranol i
Cocku, ubrouskem utfit do
sucha

» /mérit kalibracni sadu (bez
vzorky drené), zacit od

V7,

nejvyssi koncentrace

a Cocku refraktometru
nanest tycinkou kapku
roztoku

Priklopit hranol

Upravit zaostreni okuldru
refraktometru, najit
stupnici a odecist co
nejpresnéji hodnotu
indexu lomu na
viditelném rozhrani
svétla a stinu

Sejmout hranol a ocistit
CocCku i hranol




1. Refraktometrickd metoda

llustrativni video méreni pomoci refraktometru




1. Refraktometrickd metoda

» Méreni (2):

» 7mérit kalibra¢ni sadu (bez vzorkd diené),
zacCit od nejvyssi koncentrace

» 7méfit sady inkubacnich roztokd
se vzorky drené

» Podle pofreby zopakovat méreni kalibracni sady i vzorkovych sad

= Zaznamenat si teplotu prostredi béhem méreni !l



1. Refraktometrickd metodao

» Vyhodnoceni (1):

» 7prOmérovat pripadné opakované mérené hodnoty

» \ynést data do grafu (typ BODOVY, Kalibra&ni kivka
s Ciselnymi osami) jako zdvislost indexu
lomu (osa Y) na koncentraci sacharézy
X), fady tvori kalibracni sada
zprimérovand sada ze vzorky,

index lomu

. Izotonickd koncentrace

» Datovymi body prolozit linedrni spojnice koncentrace

trendu (,primky*)

» Podle polohy pruseciku pfimek z grafu odecist (nebo z rovnic
primek vypocitat) hodnotu izotonické koncentrace osmotika.




1. Refraktometrickd metodao

» Vyhodnoceni (2):

» 7Ziskanou hodnotu dosadit za ,,c" do Van't Hoffova vzorce pro vypocet
osmotického potencidlu

m = - R*T*c*i [MPq], kde:

R= univerzdini plynovd konstanta
0,00831447 MPa mol-! K-

» T= absolutni teplota v dobé méreni
(273,15 K + t[°C])

» c= jzotonickd koncentrace (mol/L)

» = koeficient disociace osmotika, pro sachardzu je roven 1




Obr.1

2. Tlakovda metoda

® Princip

» Tlakem plynu vytlacit z pletiva vodu, hodnota tlaku
odpovidd primo hodnoté vodniho potencidlu pletiva

» Experiment

» Porovndni vodniho potencidlu a jeho zmén v Case u listd ze
zalévané a nezalévané rostliny pelargonie

PomUcky a potreby
» Rostlinny materidl - listy s rapiky D

nebo celé stonky rostlin _
(napfr. pelargonie, zalévané a |
nezalévané rostliny) e:

» PomUcky - méfici aparatura,
tlakovd nddoba s plynem
(vzduch, dusik ...), ziletka, lupa,
tésnici hmota




2. Tlakovda metoda

» Provedeni (1):

» Odebraft rostlinny materidl (list s
rapikem, cely stonek)

» Pripravit mérici aparaturu
» Otevrit privod plynu

» Ventil flakové komory prepnout
do polohy ,,Vent chamber*

Pomoci zatky s vhodnym
promérem otvoru upevnit list
(stonek) zespodu do vika tlakové
komory

List (stonek) vlozit do tlakové
komory a viko tésné nasroubovat
na tlakovou komoru. Pozor,
zamezit mechanickému
poskozeni viozeného listu
(stonku)!




2. Tlakovda metoda

= Provedeni (2):

» Reznou plochu na fapiku sefiznout
Sikmo pod Uhlem priblizné 45°

» Ventil tlakové komory prepnout
do polohy ,Fill Chamber".

Sluchem zkontrolovat napousténi

komory a zejména pfipadné N Skge

netésnosti kolem zatky (intfenzivni | . )
syceni). V piipadé potieby , //j/ Fil Chamber Al Came
prepnout ventil zpét na ,,Vent -

Chamber", odsroubovat viko, R ’ )

vyjmout zatku s listem a pretésnit
pomoci tésnici hmoty.

Pokud zdtka tésni, jehlovym
ventilem ,,Flow rate podle
potreby regulovat rychlost
napousténi komory.




2. Tlakovad

» Méreni (1):

» Pokud zatka a viko tésni
a tlakomér ukazuje
zvysujici se hodnotu
tlaku v komore, sledovat

pritomnost vody na

né plose rapiku

stonku) — kdyz reznd

plocha zvlhne a objevi
se kapka vody,
okamzité zastavit
napousténi komory
prepnutim ventilu do
polohy ,,Off*

Na tlakoméru odedist
hodnotu dosazeného
tlaku plynu.

Chamber Pressure



2. Tlakovda metoda

= Méreni (2):

» Ukonceni méreni

=» Pomalu prepnout ventil
tlakové komory do polohy
wvent Chamber” (hlasité

ik d SﬂOéeﬂy plyn) ‘ 3 ‘ ik Chamber;’;;ssure

Bar

Po vypusténi komory
sesroubovat viko a setrné
vyjmout zatku s viozenym
listem (stonkem)

Méreni opakovat s dalsim
listem (stonkem)




2. Tlakovda metoda

» Vyhodnoceni

» Podle designu experimentu napr. opakované merit 2-3
listy ze zalévané a nezalévané rostliny v 10-15 min
intervalech

» Dosazené hodnoty tlakU prepocdcitat z jednotky bar na
MPa a zapsat do tabulky

» Porovnat ziskané hodnoty a jejich zmény v jednoftlivych
méricich intervalech.




