Cviceni: Fyziologie rostlin pro pokrocilé (Bi6040)
Téma: Hydraulické metody a jejich vyuziti pfi studiu funkci xylému

Teoreticky tuvod: Dalkovy transport vody v xylému je klicovym fyziologickym procesem, ktery ma pfimy
vliv na rst a vyvoj rostliny a zaroven je dllezZity pro prezivani rostlin v rdznych podminkach prostredi.
Tok vody v xylému se uskutecnuje po spadu vodniho potencidlu v systému vzajemné propojenych
specializovanych bunék souhrnné oznacovanych jako vodivé elementy (cévy a cévice). Strukturni
vlastnosti vodivych elementl jsou Uzce spojeny s celkovou vodivosti transportni drahy a vyznamné tak
ovliviiuji rychlost toku xylémem. Schopnost rostlin transportovat vodu v xylému co nejefektivnéji (tzn. s
celkovou produkci biomasy. Hydraulické metody a jejich rizné modifikace se tradi¢né vyuzivaji ke
stanoveni efektivity transportu v xylému. Tyto metody vyuZivaji méreni prdtoku kapaliny xylémem pfi
tlakovém gradientu o znamé velikosti. Zakladni veli¢inou pouZivanou pro stanoveni efektivity transportu
v xylému je tzv. hydraulicka vodivost.

Cile cviceni: 1. Stanovit rozdily v efektivité dalkového transportu vody v xylému drevin s rozdilnou
anatomickou stavbou xylému. 2. Identifikovat hlavni strukturni znaky xylému podmifujici mezidruhové
rozdily v efektivité transportu.

Rostlinny material: Termindini vétve (prdmér 5-10 mm) tti druhl temperatnich drevin s rlznou stavbou
xylému — Abies alba (nahosemenné), Tilia cordata (krytosemenné, roztrousené-poérovita stavba dreva),
Quercus robur (krytosemenné, kruhovité porovita stavba dreva).

Postup prace:
Odbér vzorkt v terénu (neni souéast cviceni)

1. Pro relevantni mezidruhové srovnani volime zdravé vétve podobného stafi a orientace

2. Vétve odlistime a poté z kazdé oddélime segmenty delSi nez je maximalni délka vodivych
element(

3. Pfed samotnym méfenim uchovdme segmenty ve vlhku, temnu a chladu

Stanoveni maximalni délky cév (pouze krytosemenné druhy drevin)
1. Segment delSi nez je maximalni délka cév pfipojime proximainim koncem k aparature (obr. 1)

2. Regulacnim ventilem pro hrubé nastaveni tlaku (obr. 1-2) opatrné zvysime tlak vzduchu
v aparatufe a pomoci regulacniho ventilu pro jemné nastaveni tlaku (obr. 1-3) nastavime tlak
vzduchu vhanéného do segmentu na 10 kPa (odecteme na tlakoméru - obr. 1-5)

3. Otevieme privod vzduchu k segmentu (obr. 1-4)

4. Vytokovy konec segmentu ponofime do kadinky svodou (obr. 1-7) a pozorujeme po dobu
alesponi 30 s

5. Segment postupné od vytokového konce zkracujeme, dokud se neobjevi proud jemnych bublin
vzduchu znacici otevieni cévy

6. Délku segmentu vétve, ktera odpovida maximalni délce cév, zaneseme do tabulky
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Obrazek 1. Schéma aparatury pro méreni maximalni délky cév. 1. Pfivod vzduchu, 2. Regulacni ventil pro

hrubé nastaveni tlaku, 3. Regulaéni ventil pro jemné nastaveni tlaku, 4. Trojcestny kohout, 5. Tlakové
¢idlo, 6. Segment vétve, 7. Kadinka s vodou

Pfiprava vzorku pro hydraulickd méreni

1.

Rozvrhneme si vyslednou délku segmentu, kterd musi byt vétsi, nez je maximalni délka vodivych
elementl v segmentu

Segmenty oznac¢ime, zmérime vyslednou délku a primér segmentu a zapiSeme do tabulky

Od této chvile se vzorky vétvi po celou dobu manipulujeme pod vodou, abychom predesli
zavzdusnéni xylému

Zbytky bocnich vétvi zakratime a tésné obmotdme Parafilmem

Segmenty vétvi postupné z obou stran zkratime na vyslednou délku (+2 cm z vytokového konce)
Z vytokového konce oddélime cca 2 cm dlouhy segment, ktery pouZijeme pozdéji pro anatomické
analyzy

Opatrné odstranime z kazdého konce segmentu cca 2 cm dlouhy pruh kary (ddvame pozor,
abychom neposkodili xylém)

Segmenty jeSté z obou stran nékolikandsobné zkratime Ziletkou

Pripojeni segmentu k hydraulické aparature

1.

Aparaturu pro méfeni hydraulické vodivosti naplnime 20 mM roztokem KCI a peclivé ji
zkontrolujeme (pevnost spojeni, pfitomnost bublin,...; obr. 2)

Segment postupné pod vodou pfipojime k obéma silikonovym hadickdm naplnénych roztokem
z aparatury (pouZijeme bypass; viz obr. 2-8) — pfi pfipojovani dbame na spravnou orientaci
segmentu a zabranéni vniknuti vzduchovych bublin

Zkontrolujeme tésnost aparatury v misté pfipojeni segmentu pomoci zpétného toku z vah

Odstranéni embolie

1.

Uzavieme bypass (!dllezité!) a lahev se zasobnim roztokem (obr. 2-4) ptipojime k rozvodu
vzduchu

Regulacnim ventilem pro hrubé nastaveni tlaku (obr. 2-2) opatrné zvysime tlak vzduchu
v aparature na 20-40 kPa



3. Regulaénim ventilem pro jemné nastaveni tlaku (obr. 2-3) postupné zvysime tlak na 100 kPa
4. Segment nechame proplachovat 15 min
5. Uzavieme pfivod vzduchu a tlakovou lahev odpojime od pfivodu vzduchu

Hydraulické méreni
1. Uzavieme privod ze zasobni lahve k pfipojenym segmentlim
2. Vprogramu LabView spustime zdznam méreni (sbér dat 10 s intervalech, kontrola komunikace

programu s pfipojenymi porty a zaznam dat)

3. Meéfime pozadové toky (background flows) po dobu 5 min

4. Otevieme privod ze zdsobni ldhve a zvedneme ldhev se zdsobnim roztokem, abychom dosahli
stabilniho tlaku 6-10 kPa, pritok méfime 10 min nebo do stabilizovani pritoku

5. Uzavieme privod ze zasobni lahve k pfipojenym segmentlim a jesté jednou méfime pozadové
toky po dobu 5 min (background flows)

6. Uzavieme privod roztoku na segment jak ze zasobni lahve, tak z vah

7. Segmenty odpojime a ukonéime zdznam méreni
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Obrazek 2. Schéma hydraulické aparatury umoznujici méreni dvou segmentl soucasné. 1. Pfivod
vzduchu, 2. Regulacni ventil pro hrubé nastaveni tlaku, 3. Regulaéni ventil pro jemné nastaveni tlaku, 4.
Lahev se zasobnim roztokem, 5. Filtr, 6. Trojcestny kohout, 7. Tlakové cCidlo, 8. Bypass segmentu vétve, 9.
Segment vétve, 10. Injekéni stfikacka pro odsavani prebytecného roztoku z rezervodru na vahach, 11.
Rezervoar s roztokem umistény na analytickych vahach

Analyza dat
1. Datovy soubor z programu LabView otevieme v MS Excel

Kumulativni pfirGst hmotnosti pfevedeme na hmotnostni priitok (g 10s?)
Vypocitame primér z deseti ustalenych hodnot tlaku z mérfeni pod tlakovym spadem, dale
vypocitame prdmeér z deseti ustalenych hodnot hmotnostniho pritoku u obou pozadovych tok(
a z méreni pod tlakovym spadem

4. Hodnoty zaneseme do tabulky pro vypocet maximalni hydraulické vodivosti (Kmax; g m MPa? s?)
podle vzorce: Kma=F/(dP/dx), kde F je pritok segmentem korigovany o pozadové toky (g s.1) a
(dP/dx) je velikost tlakového gradientu (MPa m™).

Priprava pfi¢nych fezt a mikroskopicka pozorovani




Segmenty upevnime do mikrotomu a postupné zatrimujeme

Ptipravime pfi¢né fezy (tloustka 30-40 um), které pomoci stétecku premistime do oznacenych
misek s vodou

Pfipravené fezy selektivné nabarvime roztokem Safraninu a Alcianové modfi po dobu 3 min

Rezy dikladné proplachneme vodou

Pfipravené preparaty pozorujeme pod mikroskopem v prochazejicim svétle pod pfislusSnym
zvétSenim

Vyfotime celou plochu pficného tezu, detail xylému a méfitko pro pfislusSny objektiv
(zaznamendme poutzity objektiv)

Analyza obrazu

1.

Vlozeni

V programu ImagelJ otevieme fotografii méritka

Nastrojem ,straight line’ presné vybereme zndamou vzddlenost mezi dilky méfitka (celé
méritko=1mm)

Uvedeme vybranou vzdalenost méfitka v mm (analyze>set scale) a zaskrtneme ,global’

Otevieme snimek s pfiénym fezem celého xylému

Pomoci nastroje ,polygon section’ vybereme celou plochu xylému bez diené (pouzijeme + a — pro
pfiblizeni a oddaleni snimku, pro odecteni plochy dfené zmacknéte levy alt)

Zvolime méfeni plochy (analyze>set measurements) a vybranou plochu zméfime
(analyze>measure)

Plochu xylému zaneseme do tabulky pro vypocet specifické hydraulické vodivosti xylému (Kspec; g
m m?2 MPa? s?) podle vzorce: Kspec=Kmax/A, kde A je plocha xylému (m?). Do tabulky zapisujte
plochu v mm?2.

méritka do obrazku

V programu Imagel otevieme pfislusny snimek méritka

Nastrojem ,straight line‘ vybereme zndmou vzdalenost v méfitku

Uvedeme vybranou vzdalenost méfitka v um (analyze>set scale) a zaskrtneme ,global’
Otevieme snimek s detailem xylému

VloZime méfitko o vhodné délce v um (analyze>tools>scale bar)

Obrazek uloZime (file>save as)

Prezentujte prehledovou tabulku pro jednotlivé vzorky pouZité pro hydraulickd méfeni,
obsahujici zakladni udaje o vzorku (id vzorku, druh, tfida), primér a délku segmentu, plochu
xylému, maximalni (Kmax) a specifickou hydraulickou vodivost (Kspec)

Vypocitejte Kmax a Kspec — data prezentujte graficky jako prameéry pro jednotlivé druhy drevin

Pro kazdy druh prezentujte snimek reprezentativni oblasti pficného fezu xylémem doplnény o
méritko vhodné délky a popisky jednotlivych bunéénych typl a struktur, které se v ném nachdazeji
Vizudlné porovnejte a na zakladé srovnani s méfitkem odhadnéte vnitini priméry lumen
vodivych element( v jednotlivych druzich dfevin, véetné rozdilli mezi jarnim a letnim drevem
Diskutujte hlavni rozdily v anatomické stavbé xylému u jednotlivych druhl drevin (zastoupeni
jednotlivych bunécnych typl, primér vodivych elementl, prostorové usporadani a laterarni
propojeni)



6) Porovnejte mezidruhové rozdily namérenych hodnot Kmax a Kspec @ diskutujte, ¢im jsou tyto
rozdily z hlediska anatomické stavby zplsobené



