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Teoreticko-prakticka ¢ast

Prakticka uloha ¢. 2
Téma: Anatdmia a fyzioldgia rastlin — fotomorfogenéza

Pred vypracovanim ulohy si prosim skontrolujte, Zze na pracovnom stole mate: misky s rastlinnym
materidlom oznacené A a B, Ziletku, pinzetu podlozné a krycie skli¢ko, stricku s vodou, stojan so 4
skimavkami oznacenymi 0-XX, 3-XX, 6-XX, 9-XX (XX je sutazné Cislo) a 4 prazdnymi skimavkami,
papierik s hmotnostou skiimaviek, automaticku pipetu, $picky, kyvetu a rukavice. Ak Vam nieco z toho
chyba, kontaktujte dozor. V3etky strany zadania a milimetrovy papier oznaéte Vasim sutainym
Cislom.

Rastliny dokdzu zaznamenat rozlicné signaly z prostredia. Rapidne reaguju zmenou génovej expresie,
metabolizmu ¢i dokonca morfolégie na zmeny podmienok prostredia. Prave vdaka tomu sa dokazu
vysporiadat so stresom a prisp6sobit svoj rast a vyvin aktualnym podmienkam. Vyznamnym signdlom
vo vyvine a fyzioldgii rastliny je svetlo. Vnimanie svetla za¢ina uz pocas vyvinu semena. Pri kliceni
spusti rastlina vyvinovy program v zavislosti na pritomnosti, resp. nepritomnosti svetla. Prave tento
proces bude centrdlnou témou dnesnej praktickej ulohy.

Hlavnym modelovym organizmom rastlinnej fyzioldgie a vyvinove] bioldgie je arabkovka Thalova
(Arabidopsis thaliana) z celade kapustovité (Brassicaceae). Dnes budete pracovat s horcicou bielou
(Sinapis alba) pochadzajucou z rovnakej celade, na ktorej vyskum fotomorfogenézy zacinal.

V zavislosti na pritomnosti svetla vstupuje rastlina po kliceni do jedného z dvoch vyvinovych
programov. Vyvinovému programu v tme hovorime skotomorfogenéza a svetelnému vyvinovému
programu hovorime fotomorfogenéza. Rastliny v skotomorfogenetickom a fotomorfogenetickom
programe sa navzdjom morfologicky a fyziologicky vyrazne liSia.

Na pracovnom mieste mate Petriho misky oznacené pismenami A, B. V miske A st klicky horcice bielej,
ktoré klicili v tme a v miske B su klicky horcice bielej, ktoré klicili za svetla.

Uloha 1: Z nasledujicich moZnosti vyberte znaky, ktoré su charakteristické pre fotomorfogenézu,
skotomorfogenézu alebo sa vyskytuju u oboch vyvinovych programov. Vyber oznacte krizikom
v tabulke.

Znak Fotomorfogenéza Skotomorfogenéza Oba vyvinové programy

Zelené sfarbenie kli¢nych listov

Apikalny hacik (Apical hook)

Predizeny hypokotyl

Primarny korer

Jednym z charakteristickych znakov fotomorfogenézy u horcice bielej (a aj dalsich rastlinnych druhov)
je akumulacia antokyanov v hypokotyle a kliénych listoch. Antokyany su vo vode rozpustné pigmenty,
ktoré sa akumuluju Specificky v urcitych pletivach. Proces je regulovany signdlmi z prostredia,
napriklad svetlom, teplotou ¢i stresom. KedZe akumulacia antokyanov byva pletivovo Specificka, je



zaujimavé preskumat ju v klicnych listoch horéice bielej. Domnievame sa, Ze by antokyany mohli byt
pritomné v spodnej pokozke kli¢nych listov. Na ich pritomnost ukazuje fialové sfarbenie.

Zhotovte preparat pokoiky kli€neho listu rastliny horéice bielej, ktora kli¢ila na svetle. Ziletkou opatrne
urobte Sikmy zarez do listu a pomocou pinzety sa pokuste oddelit spodnt pokozku. Pokozku opatrne
preneste do kvapky vody na podlozné sklicko, prikryte krycim sklickom a pozorujte mikroskopom.

Uloha 2: Zakreslite pokozkovy preparat kli¢neho listu horéice bielej. Popiste vietky zakreslené
Struktury a vysrafujte Struktury, kde ste pozorovali fialové sfarbenie a akumulaciu antokyanov.

Antokyany st pigmenty a absorbuju svetlo uritej vinovej dizky. Ich pritomnost tak dokaZzeme overit
nielen mikroskopicky, ale aj spektrofotometricky. Spektrofotometer meria absorbanciu svetla urcitej
vinovej dizky vzorkou. Na obrazku ¢.1 st znazornené absorpéné spektra rozliénych rastlinnych
pigmentov izolovanych z listu. Z obrazku vyplyva, ze antokyany najviac absorbuju svetlo vinovej dizky
priblizne 535 nm.
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Obrdzok 1: Absorpcné spektrd rastlinnych pigmentov



Uloha 3: Uvedte, aku funkciu v liste maju zvy$né pigmenty znazornené na obrazku 1:

V poslednej ¢asti tohto praktika bude vasou ulohou zistit, ako sa meni obsah antokyanov v klickoch
horcice bielej v ase po oziareni. KedZe tento experiment je ¢asovo narocny, rastlinny material sme
pre vas pripravili my — na stole mate 4 skimavky oznacené 0-XX, 3-XX, 6-XX, 9-XX. Prvé ¢islo dvojcislia
znadi hodinu, v ktorej bola vzorka odobratd, XX je vase sutazné Cislo. Pred stojanom so skimavkami
lezi papierik s hmotnostou skumavky bez asodobratym rastlinnym materialom. K rastlinnému
materialu sme vcera pridali extrakény pufor, povarili ho vo vodnom kupeli a nechali extrakt cez noc
stat na vasom pracovnom stole. Vasou Ulohou bude experiment dotiahnut do konca (krok 4, 5 a 6). Pri
manipulacii s extraktom pouZivajte rukavice. Vystupom bude graf znazornujuici zavislost relativneho
obsahu antokyanov v klickoch horcice bielej na ¢ase od osvetlenia klickov.

Experiment je naplanovany nasledovne:

1.

6.

klicky horcice bielej, ktoré vykli¢ili vtme presunieme na svetlo a v pravidelnych intervaloch
(0/3/6/9 hodin) odoberieme 10 vyhonkov do zvazenej skimavky

skimavku zvazime na analytickych vahach a uréime hmotnost éerstvej biomasy (FW — fresh
weight)

prevedieme extrakciu pigmentov — ku klickom napipetujeme 1 mL extrakéného pufru
(izopropanol : kyselina chlorovodikova : destilovana voda v pomere 18:1:82), skiimavku 90
s povarime vo vodnom kupeli a inkubujeme cez noc pri izbovej teplote

extrakt scentrifugujeme 10 min pri izbovej teplote na maximalnych otdckach a supernatant
prepipetujeme do novej skimavky tak, aby sme nenarusili usadend biomasu

extrakt prepipetujeme do kyvety a meriame absorbanciu pri vinovych dizkach 535 nm a 650
nm

relativny obsah antokydnov stanovime pomocou vztahu (Asss — 2,2 X Agso)/g8 FW

Uloha 4: Vypliite tabulku. Relativny obsah antokyanov zaokruhlite na 3 desatinné miesta.

Hmotnost Hmotnost Hmotnost .
. ; ., M S Relativny obsah
Vzorka prazdnej skumavky Cerstvej biomasy As3s Asso antokyénov (g%)
skumavky (g) s klickami (g) (FW) (g) ¥ 8

Uloha 5: Na priloZzeny milimetrovy papier zakreslite graf zavislosti relativneho obsahu antokyanov
v klickoch horcice bielej na ¢ase od osvetlenia klickov.



Uloha 6: Preco je zisteny obsah antokydnov relativny a nie absolutny, prip. aky dodatoény experiment
by sme museli previest, aby sme vedeli uréit presni koncentraciu antokyanov?

Uloha 7: Co sme pouZivali ako blank (slept vzorku) pri merani absorbancie?

Uloha 8: Ako by ste vysvetlili zmenu relativneho obsahu antokydnov medzi ¢&asom 0 a prvym meranim?

Uloha 9: Rastlina registruje svetelny signal pomocou fotoreceptorov. Fotoreceptory su tvorené
neproteinovou zlozkou (prostetickou skupinou) absorbujicou svetlo uréitej vinovej dizky
a proteinovou zlozkou, ktorej Struktdra sa po absorpcii svetla zmeni. Prave tato zmena spusta signalnu
drahu. Uvedte 3 rodiny fotoreceptorov u rastlin a ¢ast svetelného spektra, ktord absorbuju (napr.
Cervené svetlo).

Uloha 10: Predpokladéme, 7e absorpcia svetla uréitej vinovej dizky spusta signdlnu drahu vedicu
k biosyntéze antokyanov v kli¢iacich rastlinach. Navrhnite experiment, ktorym by ste preukazali Gc¢ast
urcitého fotoreceptoru v tomto procese.

Uloha 11: Okrem kli¢nych listov sa antokyany akumuluju aj v inych rastlinnych organoch, kde plnia
rozne funkcie. Uvedte dalsi priklad akumuldcie antokyanov a prislusnu funkciu.



