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Przedmowa

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

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

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

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

Z uwagi na dynamike zmian zawartoSci wody w tkankach
roélinnych, aby przeprowadzi¢ analize skladu chemicznego po-
branego materialu, pozyskuje sie suchg mase ro§linna. Sucha
masa roslinna (s. m.) jest masa tkanki roslinnej otrzymang
w procesie ogrzewania probki w temperaturze 105°C przez dwie
godziny, a nastepnie w 80°C — az do uzyskania stalej masy. Pod-
czas ogrzewania lotne zwiazki zawarte w tkance uchodza do at-
mosfery, a substancje wrazliwe na dzialanie wysokiej temperatu-
ry zostaja rozlozone do zwigzkoéw prostych. Sucha masa roslinna
jest pozostaloScia zawierajaca zwiazki organiczne i nieorganicz-
ne oraz wode zwigzang chemicznie. Prawie polowe suchej masy
roélinnej stanowi wegiel (ok. 45%), podobnie tlen (ok. 42%), oko-
to 6,5% — wodor, a 1,5% — azot. W celu dalszej analizy sktadu
mineralnego tkanek suchg mase poddaje sie procesowi spopie-
lenia prowadzonemu w temperaturze 600°C. Spaleniu ulega ma-
terial organiczny, a powstajace w tym procesie CO,, H,0, NH,
i H,S ulatniajq si¢ do atmosfery. Pozostala czg$¢ zwigzkow nielot-
nych otrzymana po prazeniu to popiol roslinny, ktoéry zawiera
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pierwiastki pobrane z podloza, z wyjatkiem azotu oraz czeSciowo
siarki, i stanowi 0,2-20% suchej masy. W sktad popiotu wchodza
glownie tlenki takich pierwiastkow, jak: K, Mg, Na, Fe, P, S, Si,
a takze sole: chlorki, siarczki i fosforany.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Doswiadczenie |
Mikroanaliza popiotu roslinnego

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

Zasada metody

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

Materiat

popidl rodlinny, np. z liéci tytoniu lub z drewna

Odczynniki

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

27278

(ID potasu — K,[Fe(CN),]

Sprzet laboratoryjny

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

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

a) 10% HCI,

b) 10% HNO,.

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

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

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

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

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

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

. Wykrywanie magnezu

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

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

. Wykrywanie potasu

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

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

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

BaCl, + H,SO, — BaSO, | + 2 HCI

. Wykrywanie wapnia

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

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

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

CaCl, + H,SO, — CaSO, | + 2 HCI

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

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

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

Cel ¢wiczenia

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

w tkankach roslin.

Zasada metody

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

Materiat

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

Odczynniki

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

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

16
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goracy C,H,OH, 2% K,[Fe(CN),], 2% HCI, 10% tiocyjanian pota-
su (KSCN), 10% HCI

Sprzet laboratoryjny

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

W komoérkach fotosyntetyzujacych roélin magnez wystepu-

je gtownie jako sktadnik chlorofilu. Spotyka sie go réwniez

w formie mineralnej, szczeg6lnie w nasionach i tkankach

merystematycznych. Obecno$¢ magnezu mineralnego moz-

na latwo wykaza¢ przez wytracenie go w formie krysztatow

fosforanu magnezowo-amonowego.

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

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