Laboratorni cviéeni €. 7

1. Extrakce lipofilnich barviv a stanoveni jejich vlastnosti

Princip

V listech zelenych rostlin se vyskytuje vétsi pocet lipofilnich barviv. Jejich typickou
vlastnosti je rozpustnost v tucich. Pro fotosyntézu maji rozhodujici vyznam chlorofyl a,
chlorofyl b a karotenoidy.

Charakteristickou vlastnosti roztoki obsahujicich chlorofyl a je fluorescence, ktera je
znamkou jeho fotochemické aktivity. Principem fluorescence je absorpce energie
dopadajiciho zéafeni molekulami chlorofylu a a naslednd emise (vyzareni) Casti této energie
zpét do okoli rostliny v podobé zateni o vyssi vinové délce, ktera je stale ve viditelné oblasti
spektra.

Zlistt 1ze smés lipofilnich barviv extrahovat nepolarnimi rozpoustédly (acetonem,
etanolem). K separaci jednotlivych slozek extraktu lipofilnich barviv se pouziva papirova
chromatografie. Principem chromatografie je mnohonédsobné opakované rozd€lovani latek
mezi nepohyblivou (stacionarni) a pohyblivou (mobilni) fazi. Jako stacionarni fazi mizeme
pouzit filtracni papir, jako mobilni fazi pak organické rozpoustédlo. Pti rozdélovani latek
mezi mobilni a stacionarni fazi se jednotlivé slozky rozdé€luji podle schopnosti adsorpce na
adsorpéni vrstvu.

Vysledkem chromatografie je chromatogram, na kterém rozli§ime jednotliva barviva podle
charakteristického zbarveni — zeleny chlorofyl a, modrozeleny chlorofyl b, Zluté xantofyly a
oranzové karoteny.

Material a pomicky
Listy vybranych druht rostlin, 96 % etanol, tfeci miska s tlou¢kem, ntizky, filtraéni papir,
nalevka, Erlenmeyerova banka, zkumavka, kadinka, lampa meotaru, odmérny valec.

Postup

Nejprve pfipravte etanolovy roztok rostlinnych barviv. Pfipravené listy rozstiihejte a
rozetiete ve tfeci misce s trochou etanolu. Vznikly extrakt prefiltrujte.

Caést ziskaného extraktu prelijte do zkumavky a zjistéte jeho barvu. Pak extrakt prosvétlete
lampou meotaru a pozorujte jeho zbarveni. Zaznamenejte, jakou barvu ma extrakt
V prochazejicim a odraZzeném svétle.

Zbyly extrakt pielijte do malé kadinky. Uzky pruh filtraéniho papiru ponoite jednim
koncem do extraktu a nasajte roztok do vySky 1 az 2 cm. Nechte na vzduchu oschnout, postup
nékolikrat zopakujte. Do SirSitho odmérného valce nalijte asi 5 ml benzinu. Filtraéni papir se
zaschlym barevnym prouzkem vlozte (prouzkem napied) do benzinu a upevnéte tak, aby se
nedotykal stény valce. Jakmile se ¢elo mobilni faze pfibliZi hornimu okraji filtra¢niho papiru,
vyjméte prouzek z valce a nechte uschnout. Tuzkou obtdhnéte obrysy jednotlivych skvrn a
zaznamenejte jejich barvu.



2. Dukaz uvoliiovani kysliku p¥i fotosyntéze

Princip

Pti fotosyntéze je rostlinami uvoliiovan do prostiedi kyslik. Produkce kysliku je dobte
pozorovatelnd u vodnich rostlin. Tyto rostliny kumuluji kyslik tvoteny v procesu fotosyntézy
V mezibunécnych prostorach stonku. Jestlize je stonek posSkozen, ziezné plochy unikaji
bublinky, které jsou dobie pozorovatelné pouhym okem. Pocet bublinek kysliku uvolnénych
za Casovou jednotku miizeme povazovat za miru fotosyntézy. Fotosyntézu lze podpofit
zvysenim intenzity svételného zafeni nebo vnéjsiho prostiedi rostliny o oxid uhlicity.

Material a pomucky
Douska (Egeria sp.), voda sycena oxidem uhli¢itym (mineralka), destilovana voda, lampa
meotaru, velké kadinky, nalevky s kratkou stopkou, zkumavky, digitalni vaha.

Postup

Napliite dvé kadinky destilovanou vodou, tieti pak sycenou mineralni vodou. Do kazdé
kadinky ponofte stopkou nahoru nalevku naplnénou stejnym poctem stonkd vodnich rostlin,
(rostliny orientacné zvazte tak, aby jich bylo pfiblizné stejné pro vSechna tii opakovani
pokusu). Rostliny umistéte vzrostnymi vrcholy smérem dolt. Na stopku nalevky nasad’te pod
hladinou zkumavku tak, aby do ni nevznikl vzduch. Jednu sestavenou aparaturu s Cistou
vodou intenzivné osvétlete lampou meotaru, zbyvajici dvé (s vodou a jedlou sodou) ponechte
volné na laboratornim stole.

Pozorujte uvolhovani bublinek a hromadéni kysliku na dné zkumavek. Stanovte, kolik
bublinek se uvolni za minutu a zhodnot'te vliv prostiedi na intenzitu fotosyntézy.

3. Demonstrace vlivu svétla na morfologické utvareni rostlin (fotomorfézy)
vyhodnoceni vV nékterém z nasledujicich cviceni

Princip

Svétlo je nezbytnym tzv. morfogennim faktorem pottebnym k normalnimu rastu rostliny.
Nadzemni Casti rostlin vyristajici ve tmé rostou rychle do délky, jsou vSak slabsi a
nevytvareji chlorofyl, je omezeno zakladdani listd a rGst jejich Cepeli. Soubor piiznaki
tykajicich se ristovych zmén vyvolanych vlivem nedostate¢ného nebo Zadného osvétleni se
nazyva etiolizace.

Material a pomtcky
Obilky pSenice seté (Triticum aestivum), semena hrachu setého (Pisum sativum), nadoby
se substratem, voda.

Postup

Semena hrachu a obilky psenice zasejte do pfipraveného substratu. Polovinu rostlin
péstujte na svétle, polovinu ve tmé. V nekterém z pristich cviceni vyhodnotte primérnou
délku nadzemnich ¢asti rostlin a popiste jejich morfologicky vzhled.



4. Prijem vody semeny S obsahem riznych zasobnich latek
vyhodnoceni Vv pfistim cviceni

Princip

Pti pfijmu vody semenem bobtnaji nejprve koloidy bunécnych stén a protoplastu, poté
voda zacne vnikat do vakuol bunék. Mnozstvi vody piijimané semenem k nabobtnani koloida
zéavisi na charakteru zasobnich latek pfitomnych v semeni. Semena obsahujici hodné bilkovin
bobtnaji podstatn¢ vice nez naptiklad obilky, kde je rezervni latkou predevsim Skrob. O tom
se muzeme piesveédcit jednak z objemovych zmén semen, jednak zjisStovanim zmén hmotnosti
semen v dusledku piijaté vody.

Material a pomucky
Semena hrachu setého (Pisum sativum), semena s6ji lustinaté (Glycine max) a psSenice seté
(Triticum aestivum), kadinky, odmérny valec, vahy.

Postup

Ptipravte vzorky semen a obilek o objemu 10 ml. Vzorky zvazte a vsypte do kadinek o
objemu 50 ml. 24 hodin pted ptistim cvi¢enim bude ke vzorkiim ptidano vzdy 30 ml vody.
V nésledujicim cviceni stanovte objemové a hmotnostni zmény jednotlivych vzorki. Rozdily
mezi jednotlivymi druhy rostlin zdGvodnéte.

5. Riistova zkouska kli¢ivosti
vyhodnoceni V piistim cviceni

Princip

Ke stanoveni kli¢ivosti semen v laboratornich podminkach se pouzivaji riizné metody.
K nej€astéji pouzivanym patii metody riistové. Semena se nechaji nakliCovat v klicidlech
nebo Petriho miskach na filtranim papiru piipadné pisku. Nadoby se semeny se zpravidla
umist'uji v termostatu s konstantni teplotou a zavlazuji stejnym mnozstvim destilované vody.

Stanoveni kli¢ivosti ristovou zkouskou trva zpravidla sedm az deset dni, podle
testovan¢ho druhu rostliny. Kli¢ivost se vyjadfuje v procentech vSech vykli¢enych semen
zZ celkového poctu semen, u nichz byla riistova zkouska realizovana. Energie kliceni se udava
v procentech vykli¢enych semen v jednotlivych dnech pocinaje druhym dnem po pfidani vody
k semenim az do dne, kdy vykli¢i vSechna kli¢iva semena. Energii kliceni lze znazornit
grafem, kde na osu x vyneseme dny po pifidani vody, na osu y procenta vykli¢enych semen.

Material a pomucky
Semena riznych druhiti rostlin, kli¢idla (pfipadné Petriho misky), filtraéni papir,
destilovana voda.

Postup

Na klic¢idla nebo Petriho misky polozte filtraéni papir a zvlhcete jej asi 10 ml vody
(semena na miskach nesmi byt ponotfend). Na n&j pak rozlozte do pravidelné miizky vzorky
semen. Prikryté misky (kli¢idla) ponechte pii laboratorni teploté. Kli¢eni obilek pravidelné



sledujte (v Casovém rozestupu cca 24 hodin). Vysledné hodnoty zapisujte do tabulky.
Vypoctéte klicivost semen a graficky vyjadiete energii kliceni.



