Méreni rychlosti ¢istého prijmu nitratu sledovanim ubytku NOs™ z roztoku
Hodnoceni vlivu indukce na rychlost pfijmu, sledovani kinetiky pfijmu
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Obilky kukufice a slune¢nice nechame cca 5-7 dni nakli¢it na miskach s polyethylenovymi (PE)
perlami zalitymi vodou.

Vzrostlé semenacky potom piesadime do michané vodni kultury. Kultivaéni vanu (16 pozic, 6 L)
naplnime zivnym roztokem o polovi¢ni koncentraci (1,25 ml kazdého zasobniho koncentratu na 1
L roztoku) a semenacky do vika vany upevnime pomoci mekkych zatek po dvou do kazdého
otvoru. Vany umistime do klimaboxu pfi teplot¢ 20°C a fotoperiod¢ 16 h. Pét az sedm dni pred
pfedpokladanym méfenim pieneseme polovinu rostlin do nové vany naplnéné roztokem
obsahujicim vSechny ziviny kromé dusiku.

Pted vlastnim méfenim ptipravime v klimaboxu PE lahvicky se vzduchovanym Zivnym roztokem.
Podle typu roztoku a ptedpisobeni rostliny rozdélime rostliny na dvé varianty s péti urovnémi
dusiku (3 opakovani ve variant¢):

a) zivny roztok s dusikem pouze ve formé nitratovych iontl (indukované rostliny)

v koncentracich 0,1 - 0,2-0,5-1-5mM

b) zivny roztok s dusikem pouze ve formé nitratovych iontll (neindukované rostliny) ve stejnych
koncentracich jako v bod¢ a)

Zivny roztok bude mit stejné slozeni, jako ten, ve kterém byly péstovany indukované rostliny
(Hoaglanduv roztok), lisit se bude pouze koncentraci nitrata.

Vsechny roztoky piipravime v dostatecném mnozstvi a jejich pH nastavime na 6,0.

Asi hodinu ptfed zacatkem inkubace rostliny opatrné preneseme z kultiva¢nich van do expozicnich
nadobek naplnénych stejnym roztokem, jako byl v kultiva¢nich vanach, abychom omezili vliv
stresu z manipulace s rostlinami na rychlost pfijmu.

Na zacatku méfeni rychlosti piijmu (inkubace) z kazdé z lahvi¢ek odsajeme opatrné vSechen zivny
roztok a lahvi¢ku naplnime pfislusSnym Cerstvym roztokem podle typu varianty. Odméfime piesné
200 ml roztoku a znovu upevnime rostliny. S rostlinami manipulujeme velmi opatrné a zejména se
snazime co nejmén¢ dotykat kotent.

Zbytky ptipravenych roztokd pouzijeme na stanoveni pocatecni koncentrace nitratovych ionta.

Od okamziku zasazeni rostlin do roztoku méfime délku expozice rostlin (s piesnosti na minuty),
kterd by méla byt vrozmezi 1 - 3 hodiny, podle koncentrace nitratu ve sledovaném roztoku —
mensi koncentrace — kratsi inkubace.

Na konci méteni vyndame rostliny z lahvicek. Z kotenti pfi tom opatrné okapeme zivny roztok
zpatky do lahvicky.

Zméfime koncovy objem zivného roztoku v nddobce pomoci odmérného valce a roztok uschovame
v uzaviené lahvicce pro stanoveni koncové koncentrace nitrati. Vzorky uchovavame v mraznicce.

Kofeny méfenych rostlin osu$ime bunicitou vatou, odd¢élime od nadzemni Casti a zvazime jejich
cerstvou hmotnost. Potom je vlozime do oznaceného sacku a ususime pii 80°C 24 h.

Koncentraci nitratl v roztoku stanovime bud’ pomoci ISE nebo spektrofotometricky.



13. Rychlost ¢istého pfijmu potom vypocitdme pro kazdou lahvicku zvlast podle nize uvedeného
vzorce a vztdhneme ji jak na cerstvou hmotnost, tak i na susSinu kofend. Pti vypoctu latkového
mnozstvi NO3™ musime brat v vahu jak zménu koncentrace, tak i zménu objemu v prib&hu
expozice rostlin!

NUR = [n(NO37)1 —n(NO3")2]/ (m * t) [ umol g' h'!']

NUR - rychlost ¢istého pifijmu
n(NOs’)1, n(NO3")2 - latkové mnozstvi NOs™ v lahvicce na zacatku a na konci expozice (pumol)
m — hmotnost kofenti v lahvicce (g)

t — Casovy interval, po ktery byly rostliny exponovany (h)

14. Vypoctéte primérné rychlosti pfijmu pro kazdou koncentraci NOs™ a pokusnou variantu a zapiste
do tabulky snaméfenymi daty. Zjisténé pramérné rychlosti vyneste do grafu v zavislosti na
koncentraci nitratovych iontd v roztoku.

Méreni koncentrace nitratovych ionti v roztoku

Kolorimetrické stanoveni

Tento zpusob analyzy je vyhodny zejména pokud potifebujeme ptesné analyzovat roztoky s nizkou
koncentraci NO3™ nebo mame-li k dispozici pouze malé mnoZzstvi vzorku.

1.

Ptipravime Cerstva reak¢ni Cinidla. (fiigidlo A -5 g k. salicylové rozpustime v 96% H2SO4 a
doplnime na 100 ml 96% k. sirovou. Cinidlo B - rozpustime 40 g NaOH v dest. vodé a
doplnime na 500 ml dest. vodou.

Ptipravime kalibra¢ni fadu z koncentratu (0,0680 g NaNOs rozpustime ve 100 ml dest. vody =
8mM ) fedime na 0 - 0,1 - 0,2-0,5-1,0 - 2,0 - 4,0 -6,0 mM do 50 ml odmérek.

Provedeme reakci v oznacenych 1,5 ml mikrozkumavkéch : 40 pl ¢inidla A ptidame k 10 pl
vzorku nebo standardu, promichdme, rychle centrifugujeme (cca 20 sec.) a nechame inkubovat
20 min. pfi pokojové teploté. Potom piiddme 1 ml ¢inidla B, promichdme a nechdme
vychladnout na pokojovou teplotu. Absorbanci vzorki méfime pti 410 nm.



