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1. CZESC TEORETYCZNA

Stres abiotyczny (tzn. niezwigzany z dziatalno$cig organizmoéw), obejmujacy przede

wszystkim niedobory wody oraz zasolenie gleb, jest gtownym powodem obnizania plonow we
wspotczesne] produkcji rolnej [1]. Zasolenie gleby obejmuje w chwili obecnej blisko 20%
catkowitej powierzchni uprawnej [2]; warto$¢ ta jest nawet wyzsza w przypadku gleb
wymagajacych nawadniania. Problem ten dotyka gldwnie ziem uprawnych w Azji oraz Ameryce
Potudniowej, ale narasta takze na innych kontynentach, wlaczajac w to Europe. Zasolenie gleby
powoduje szereg niekorzystnych efektow u roslin uprawnych, wiaczajac w to:

- ograniczenie zdolno$ci nasion do kietkowania

-+ ograniczenie lub zatrzymanie wzrostu roslin, prowadzace do obnizenia biomasy

- zmniejszenie produkcji chlorofilu i ograniczenie fotosyntezy

+  zaburzenie struktury chloroplastow

+ 0go6lne zaburzenie metabolizmu roslin

Pomidor jadalny (Solanum Iycopersicum L.) to jedno z najwazniejszych warzyw we
wspolczesnym rolnictwie, z bardzo szybko rosngcg skalg upraw. Jest ro§ling umiarkowanie podatng
na negatywne dzialanie zasolenia gleby, ktorego efektem jest przede wszystkim znaczny spadek
plonéw [3]. Obserwowano liczne reakcje roslin pomidora jadalnego na zasolenie gleby [4-9]:

+ obnizenie tempa i skutecznosci kietkowania nasion
« mniejszy pobor wody oraz spowolniony wzrost

 obnizenie intensywnosci procesu fotosyntezy

Wplyw negatywnych czynnikéw, w tym =zasolenia gleby, na intensywno$¢ procesu
fotosyntezy wigze si¢ czg¢sto z ograniczeniem produkcji barwnikow fotosyntetycznych, czyli
chlorofili. Notowane u ro$lin ladowych typy chlorofilu to gtéwnie chlorofil a i b. Pierwszy z nich
jest gldéwnym fotoreceptorem w chloroplastach u wigkszos$ci roslin zielonych. Jest to zwigzek
pochodny tetrapirolu; cztery atomy azotu w pierScieniach pirolowych sa zwigzane wigzaniami
koordynacyjnymi z atomem magnezu. Inng charakterystyczng cechg chlorofilu jest obecnos¢ fitolu,
silnie hydrofobowego 20-wegglowego alkoholu, przytaczonego wigzaniem estrowym do tancucha
alifatycznego jednego z pierscieni pirolowych. Chlorofil b r6zni si¢ od chlorofilu a tym, ze zawiera
grupe formylowa zamiast metylowej w jednym z pierScieni pirolowych. Struktury chemiczne

opisywanych zwigzkoéw przedstawiono na Rysunku 1.
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R =CHj3 Chlorofil a
R =CHO Chlorofilb

Rysunek 1. Struktura chlorofilu aib.

Chlorofile sg bardzo efektywnymi fotoreceptorami, poniewaz posiadaja wigzania podwdjne
w uktadzie sprz¢zonym. Tego typu zwiazki, zwane polienami, majg silne pasma absorpcji w
zakresie $wiatla widzialnego, ktére stanowi glowng czgs¢ promieniowania dochodzacego do
powierzchni Ziemi. Molarne wspotczynniki absorpcji chlorofilu a i chlorofilu b sg wieksze od 10°
cm! M, co oznacza, ze nalezg do najwyzszych, jakie wyliczono dla zwigzkdéw organicznych.
Widma absorpcyjne chlorofilu a i b sg réozne. Promieniowanie stabo absorbowane przez chlorofil a
przy dhugosci fali 460 nm, jest silnie pochtaniane przez chlorofil b (Rysunek 2). Dwa rodzaje

chlorofilu uzupetniajg si¢ zatem w pochlanianiu promieniowania stonecznego.
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Rysunek 2. Widmo absorpcyjne chlorofilu aib.
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Celem niniejszego ¢wiczenia jest okreslenie wptywu zasolenia gleby na tempo 1 skutecznos¢
kielkowania nasion pomidora jadalnego, wzrost siewek oraz zawarto$¢ chlorofilu w czg$ciach

zielonych ro$lin.

2. WYKONANIE CWICZENIA

UWAGA! Cwiczenie jest wykonywane na dwéch zajeciach, z dwu- lub trzytygodniowa

przerwa!!!
I. CZESC PIERWSZA — PRZYGOTOWANIE EKSPERYMENTU

1. Przygotowaé po 1 dm’ (wystarczy dla catej grupy!) roztworu chlorku sodu w wodzie
wodociggowej o stezeniu 0,05 mol dm™ oraz 0,10 mol dm™ (odpowiednio 2,9 g i 5,8 g NaCl

na litr wody).

2. Odwazy¢ probke okoto 60 g (= 1 g) gleby na folii aluminiowej. Glebe roztozy¢ cienka
warstwa na folii 1 umiesci¢ na 90 minut w suszarce w temperaturze 120°C. Po ostygnigciu

zwazy¢ glebe w celu ustalenia zawarto$ci wody.

3. Eksperyment jest prowadzony w kazdej grupie laboratoryjnej w trzech podgrupach, kazda
grupa przygotowuje niezalezny eksperyment w jednej doniczce o 24 komorach. Doniczka
jest dzielona na trzy cze$ci po 8 komoér: grupa kontrolna (woda wodociggowa) oraz dwie
grupy poddane stresowi (roztwory soli o stezeniu 50 i 100 mM). Kazda z komor doniczki
nalezy napehic ta sama iloscia (+ 2 g) gleby tak, by jej lekko ubita warstwa znajdowata si¢

okoto 1 cm ponizej krawedzi doniczki.

4. W kazdej komorze umiesci¢ jednakowa liczb¢ (po 2) nasion wskazanych przez
prowadzacego; nasiona powinny zosta¢ umieszczone okoto 0,5 cm pod powierzchnig gleby,
a powierzchnia lekko ubita palcami. Nastgpnie, nalezy podla¢ kazda komor¢ 40 ml
odpowiedniego roztworu: grup¢ kontrolng woda wodociggowsa, grupy poddane stresowi
roztworami NaCl o stezeniu 50 i 100 mM. Obliczy¢ zawarto§¢ NaCl na gram suchej masy

gleby.

5. Znajac zawartos¢ wody w stosowanej glebie, obliczy¢ sucha mas¢ gleby w pojedynczej

komorze doniczki.
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II. CZESC DRUGA - OKRESLENIE WYNIKOW

1. Tempo kielkowania nasion nalezy obserwowaé, poczawszy od siédmego dnia od
przygotowania eksperymentu, codziennie lub w odstgpach dwudniowych, notujac liczbe

siewek w kazdej z grup.
2. Po zakonczeniu eksperymentu, w kazdej grupie okresli¢ liczbe zywych siewek.

3. Wszystkie cze$ci nadziemne ro$lin z kazdej grupy zebraé (OSOBNO DLA KAZDEGO
STEZENIA SOLI ORAZ GRUPY KONTROLNEYJ) i okresli¢ laczng §wieza mase materiatu
roslinnego w kazdej grupie. Nastepnie, odwazy¢ ok. 50% materiatlu i umiesci¢ na folii
aluminiowej w suszarce, w temperaturze 80°C na 60 minut. Po tym czasie, ponownie
zwazy¢ probki materiatu roslinnego na wadze analitycznej w celu okreslenia suchej masy

oraz zawartosci wody.

4. Pozostala czg$¢ materialu roslinnego z kazdej grupy poddac ekstrakcji acetonem w celu

wyizolowania chlorofilu tak, jak opisano na Rysunku 3.

Materiat roslinny roztarcie w mozdzierzu

Zhomogenizowany
materiat
roslinny
dwukrotna ekstrakcja Probka odniesienia:
rozpuszczalnikowa aceton
po 10 ml acetonu 'y

na 0,2 g lisci

Analiza spektrofotometrem UV-Vis
chlorofila A = 663 nm
chlorofilb A = 646 nm

rzesgczenie roztworu
a sgczku

dodac¢ 5 ml wody

dejonizowanejna
20 ml przesgczu \®\.

o Q

Przesacz

Sos

Ekstrakt

chlorofilu Wyniki (obliczenia

wedtug wzordw ponizej)

Rysunek 3. Schemat ekstrakcji chlorofilu z materiatu ro§linnego.
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5. Dokona¢ pomiaru absorbancji dla 1 ml kazdego ekstraktu zgodnie ze wskazaniami
prowadzacego, przy ditugosciach fali 646 1 663 nm. Jako Slepa probe zastosowal czysty

aceton. Zanotowa¢ wyniki.

6. Zanieczyszczong glebg umiesci¢ w pojemniku wskazanym przez prowadzacego. Doktadnie

umy¢ doniczki i usung¢ napisy metanolem!

3. OPRACOWANIE WYNIKOW

UWAGA! Wyniki sa opracowywane przez cala grupe, na podstawie

wartosci Srednich, obliczonych dla trzech podgrup. W sprawozdaniu

nalezy poda¢ pojedyncze wartosci, wartos¢ Srednia oraz odchylenie

standardowe dla wszystkich wyznaczonych wielkosci.

1. Na podstawie obserwacji, oceni¢ wplyw zasolenia gleby na tempo kietkowania (mile
widziany wykres). Oszacowaé czas, potrzebny do wykietkowania 50% nasion w kazdej
grupie.

2. Okresli¢, jak zasolenie gleby wplywa na $wiezg oraz suchg mase¢ czes$ci nadziemnych roslin.

3. Obliczy¢ zawartos¢ chlorofilu catkowitego oraz chlorofilu a i b w materiale ro§linnym (w
mg/g suchej masy) na podstawie pomiaréw spektrofotometrycznych. W tym celu

zastosowac¢ rownania zaproponowane dla ekstraktow w 80% acetonie przez Wellburna [10]:

C.= 12,21 X Ages - 2,81 X Agss
Cy,= 20,13 X Agas - 5,03 X Agss
gdzie: C, — stezenie chlorofilu a w ekstrakcie (pg/ml), C, — stezenie chlorofilu b w ekstrakcie

(ng/ml); Aess — absorbancja przy dlugosci fali 663 nm; Aess — absorbancja przy dlugosci fali 646 nm

4. Znajac catkowita objetos¢ ekstraktow (25 ml), stezenie obu typow chlorofilu w ekstrakcie,
swiezg mase roslin uzytych do ekstrakcji oraz zawartos¢ wody w materiale roslinnym,
obliczy¢ dla kazdej grupy roslin zawarto$¢ chlorofilu a i b oraz ich sumy w mg/g suchej

masy. Wyniki przedstawi¢ w formie tabeli.
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5.

4.

Przedyskutowa¢ uzyskane wyniki oraz ich rozrzut (odchylenia standardowe) w obrgbie calej

grupy laboratoryjnej.

SZK1.O I ODCZYNNIKI

chlorek sodu NaCl

aceton

metanol cz.

doniczki

gleba, nasiona pomidora jadalnego
kolba miarowa 1 dm?* (2 szt.)
folia aluminiowa

metalowa tyzka — 3 szt.

cylinder miarowy 50 mL — 6 szt.
pipeta 10 mL — 3 szt.

pipeta S mL — 3 szt.

mozdzierz z thuczkiem — 3 szt.
zlewka 50 mL — 9 szt.

kolba miarowa 25 mL — 9 szt.
lejek — 9 szt.

saczki

pompka do pipet

reczniki papierowe

rekawiczki
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