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28. STANOVENI OSMOTICKEHO POTENCIALU BUNECNE STAVY METODOU HRANICNI

PLAZMOLYZY

Latky rozpusténé v bunééné stavé vakuoly ji udileji uréity osmoticky potencial. Osmoticky potencial ma znaény
vyznam pro vodni bilanci pletiv i celych rostlin. Projevi se teprve tehdy, dostane-li se ziva buiika do prostiedi, jehoz
osmoticky potencial je odlisSny (prostiedi hypertonické nebo hypotonické). V hypotonickém prostiedi je nasavana voda do
bunky, v hypertonickém prostiedi dochazi k odsavani vody z buiiky. Tato ztrata vody se projevi smrs$ténim protoplastu -
dochazi k plazmolyze. V prostiedi o stejné koncentraci nedochazi k piijmu ani k vydeji vody a nenastavaji tedy zadné
objemové zmény protoplastu (prostiedi isotonické). Tyto déje v bunce dovoluji plazmolyticky stanovit osmoticky
potencial vakuoly. Pfi tom je dillezity stav zaCinajici plazmolyzy, kdy je protoplast jen malo v rozich odchlipen od
bunécné stény. Tato tzv. hrani¢ni plazmolyza nastava jako rovnovazny stav v roztocich, které jsou proti obsahu vakuoly
jen malo hypertonické. V tomto pifipadu osmoticky potencial isotonického roztoku odpovida osmotickému potencialu
bunécné stavy.

Princip: Sledujeme stupeii plazmolyzy v bunkach pletiv, exponovanych v roztocich rtizné koncentrace. Isotonickou
koncentraci ma roztok, v némz dochazi k pocatecni plazmolyze, t.j. stav, kdy se protoplast v rozich zacina odtahovat od
stény bunécné. Mluvime o hrani¢ni plazmolyze (obr. €. 9). Jako plazmolytika je nutno pouzit roztokti takovych latek,
které nepisobi na tkan jedovaté a pro néz je protoplast impermeabilni. Nejb&éznéji se pouziva roztok sachardzy, ktera
vyhovuje témto pozadavkim a svou velkou molekulovou hmotnosti umoziuje pfesné odstupnovani koncentrace roztoku.
Osmoticky potencial je analogicky osmotickému tlaku, je vSak vyjadien v negativnich hodnotach.

Poti‘eby: Cibule (Allium cepa L.) nejlépe odrida obsahujici v epidermalnich buiikach antokyan, 1 M roztok sacharézy

nebo 1 M roztok KNO,, 11 kadinek nebo Petriho misek o priméru 5 cm, 2 d€lené pipety, mikroskop, preparacni potieby,

podlozni a kryci skla, sklenéné tyCinky, tuzka na sklo.
Provedeni: Z 1 M roztoku sacharézy si do kadinek pfipravime fadu roztokd odstupniovanych po 0,1 mol. Z cibule
nafezeme ziletkou na kousky rozmérit 5x5 mm. K pokusu nebereme epidermis z rtizné vySe suknic, protoze vodni
potencial jejich bunék je v riznych vzdalenostech od podpuéi rizny. Kousky stazené epidermis ponoiime po 3 do
roztokii v kadinkach. Stétetkem je stile udrzujeme pod hladinou. Po 30 minutach je postupné vyjimame, vkladame na
podlozni sklo vzdy do odpovidajiciho roztoku a ptikryvame krycim sklickem. Pfipravené preparaty mikroskopujeme a
hodnotime stupen plazmolyzy. Vysledky zapisujeme do tabulky.
Vysledky: Primérny osmoticky potencial vakuol pozorovaného souboru bunék odpovida osmotické hodnoté takového
roztoku, v némz hrani¢ni plazmolyza nastala u 50% pozorovanych bunék. Pii popsané metod¢ najdeme vsak zpravidla u
nékterych dvou sousednich roztokd nejblize nizsi a nejblize vyssi hodnoty (napt. 45% a 60%). Izotonicka koncentrace
pripravime fadu roztokd odstupniovanych po 0,01 mol. a méfeni opakujeme s Cerstvym, pokud mozno identickym
materialem.

Ptesngji lze zjistit koncentraci plazmolytika, ve kterém nastdva hrani¢ni plazmolyza, také graficky nasledujicim
zpiisobem: Do grafu vyneseme pocet plazmolyzovanych buné€k v procentech (osa y). Na ose y vyhledame hodnotu 50% a

timto bodem vedeme rovnobézku s osou Xx. Z bodu, ve kterém tato pifimka protne kiivku zavislosti poctu



ulohy 10. cviceni z Botaniky pro obor TP 2004 2/4

plazmolyzovanych bun¢k na koncentraci plazmolytika, spustime kolmici na osu x, kde odecteme hledanou koncentraci

odpovidajici hrani¢ni plazmolyze.

Zavér: Vyhledame v tabulkach hodnotu osmotického potencialu odpovidajiciho molarité roztoku, ve kterém nastala

hrani¢ni plazmolyza nebo ji vypocteme podle rovnice

P= C.R.T.., kde P je osmoticky potencial v MPa, R je konstanta o hodnot¢ 0,0082, T je absolutni teplota (273 + teplota

laboratoie), i je disocia¢ni koeficient (u sacharézy rovny 1), C je koncentrace roztoku sachardzy odpovidajici hrani¢ni

plazmolyze. Vysledné hodnoté pfifadime zaporné znaménko.

Obr. &. 10: Plazmolyza v pletivu Allium
cepa L.- 1 - pocatecni (hrani¢ni)
plazmolyza, 2 - normalni plazmolyzova
bunika (konvexni plazmolyza), 3 -

kfe¢ova plazmolyza.

Tabulka €. II :Osmoticky potencial (v MPa) roztokid sacharézy pii 200C

(Koncentrace roztokt sachardzy v molech)

M 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0,0 0,000 [0,026 ]0,053 0,079 |0,106 0,135 |0,159 (0,185 10,211 |0,238
0,1 0,264 10,291 0,317 0,343 0,370 0,396 0422 10448 0475 10,501
0,2 0,529 10,557 10,586 0,614 0,642 0,670 0,698 0,727 10,755 10,784
0,3 0,813 10,842 0,871 0,900 0,929 0,958 10,987 1,017 [1,048 |1,0880
0,4 1,111 1,143 |1,174 1,206 |1,237 1,269 [1,301 |1,333 [1,366 |1,399
0,5 1,431 [1,464 1,49 (1,529 |1,564 1,599 [1,635 |1,671 [1,706 |1,742
0,6 1,777 1,813 1,850 |1,887 1,924 1,961 |1,998 |2,035 2,072 |2,110
0,7 2,149 12,188 (2,227 (2,265 [2,305 2,344 2,384 (2,427 (2,469 |[2,511
0,8 2,554 12,596 (2,638 [2,680 [2,720 |2,760 2,800 [2,840 [2,880 [2,930
0,9 2,97 3,02 3,07 3,11 3,16 3,21 3,26 3,31 3,36 3,41
1,0 3,46 3,51 3,57 3,62 3,67 3,72 3,77 3,82 3,88 3,93
1,1 3,98 4,04 4,09 4,15 4,20 4,25 4,31 4,37 4,42 4,48
1,2 4,54 4,60 4,66 4,72 4,78 4,84 4,90 4,96 5,03 5,09
1,3 5,16 5,22 5,29 5,36 5,43 5,49 5,56 5,63 5,70 5,77
1,4 5,84 5,91 5,999 16,06 6,13 6,21 6,28 6,36 6,43 6,50
1,5 6,58 6,65 6,73 6,81 6,89 6,97 7,06 7,15 7,25 7,31
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31. MERENI VODNIHO POTENCIALU ROSTLINNYCH PLETIV KOMPENSACNI SMOUHOVOU

METODOU

Princip: Rozdilnost resp. shoda vodniho potencidlu pletiva a osmotické hodnoty prostfedi se neprojevi jen zménami
rozméru studovaného pletiva (viz pfedchozi ulohu), nybrz i zménou koncentrace prostiedi, jemuz pletivo - podle velikosti
svého vodniho potencialu - vodu bud’ odnimé nebo odevzdava. Tyto zmény koncentraci jsou ovSem jen malé, 1ze je vSak
zaznamenat a tim i zmé&fit vodni potencial pletiva podle nasledujici metody.

Poti‘eby: Listové Cepele krmné kapusty (Brassica oleracea var. acephala DC.), cukrovky (Beta vulgaris var. altissima
L.), Spenatu setého (Spinacia oleracea L.). 1 M roztok sacharozy, 1% roztok metylénové modii, 2 délené pipety, pipety 1
ml, stojan se zkumavkami opatfenymi zatkami, korkovrt.

Provedeni: Nafedénim 1 M roztoku sacharézy destilovanou vodou pfipravime fadu koncentraci odstupniovanych po 0,1
M. Tyto roztoky napipetujeme po 5 ml do dvou fad zkumavek a do zkumavek jedné z obou fad ptidame po 1 kapce
roztoku metylénové modri. Z listovych Cepeli vyfezeme korkovrtem terCiky o priméru 10 mm a do kazdé zkumavky v
fad¢ s obarvenymi roztoky jich 5 vlozime a zkumavky obou fad uzavieme zatkami. Za obCasné¢ho protfepani nechame
pak zkumavky 45 minut stat. Zbarvené roztoky se nasledkem vydeje nebo piijmu vody ter¢iky ziedily nebo zahustily ve
srovnani s vychozi koncentraci, kterou maji odpovidajici roztoky bezbarvé (kontrolni). Srovnani koncentrace roztoki
provedeme takto: Do suché pipety nasajeme nékolik kapek zbarveného roztoku a opatrné vpustime do bezbarvého
roztoku kontrolniho odpovidajici koncentrace. Je vyhodné, ponofime-li pfi tom usti pipety pod hladinu kontrolniho
roztoku. K provedeni tikolu potfebujeme 3 hodiny.

Vysledky: Jestlize se roztok, v némz byly teréiky, zfedi (byl hypertonicky), bude vytékajici modra kapalina proudit
vzhuru. Jestlize se jeho koncentrace naopak zvysila (byl-1i hypotonicky), bude modry roztok klesat ke dnu. Roztok, jehoz
osmoticka hodnota je rovna vodnimu potencialu listl, vytvoii modry oblacek kapaliny kolem 1sti pipety. Takto vyjadiime
s vétsi ¢i mensi presnosti vodni potencial v molarité sachardzy, odpovidajici hodnotu v MPa vyhledame v tabulkach.
Priibéh pokusu a vysledky méfeni zaznamename do protokolu.

Citlivost metody miizeme podle potieby zvétsit zmensenim objemu roztoku nebo zvétSenim poctu a priméru listovych
terciku.
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155. PRIMA ORGANOGENEZE PRYTU NA LISTECH TABAKU A PETUNIE

Princip : Vysoka koncentrace cytokininti a nizka koncentrace auxinti v kultivatnim médiu navozuje organogenezi
pupent a pryti. Organogenni druhy rostlin snadno regeneruji piimo bez tvorby kalusu. V ptipadé tvorby kalusu miizeme
dosahnout organogeneze snizenim koncentrace auxinu v kultivacnim médiu za zachovani koncentrace cytokininu (tzv.
nepiima organogeneze).

Poti‘eby : steriln¢ predpéstované rostliny petunie ( Petunia hybrida ), tabaku ( Nicotiana tabacum L. ), africké fialky(
Saintpaulia Wendl. ) ¢i jejich nesterilni listy , steriliza¢ni ¢inidla, sterilni destilovana voda.

Provedeni : ze sterilnich rostlin petunie, tabaku ¢i africké fialky nastithame segmenty listové Eepele i fapiku. Cepele
polozime abaxialni stranou na médium, fapiky polozime podélné nebo je do média zapichneme.

Kultivace: MS médium + 0,18 mg.I" NAA + 1,5 mg.I"" BAP, na svétle, teplota 25 °C

Vysledky : Uz po n¢kolika dnech je mozno pozorovat zprohybani listovych segmentti na médiu, po 1 tydnu tvorbu
pupenil na segmentech listl tabaku (u. petunii po 2 -3 tydnech), pozd€ji je mozno pozorovat jejich prortstani v pryty .

Zavér : Po mésicni kultivaci kulturu pfepasazujeme.
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