Fotosynteticky vydej kysliku

TEMA

Fotosynteticky vydej kysliku

TEORETICKY UVOD

Fotosyntéza je pochod, kterym nékteré druhy baktérii, niz$i a vyssi rostliny preménuji za-
fivou energii pohlcenou chlorofylem a jinymi doprovodnymi barvivy v energii chemickych
vazeb primdrnich metabolitli — energii bohatého ATP a redukéniho ekvivalentu NADPH.
Takto ziskand energie slouzi v sledu dalSich reakci k asimilaci oxidu uhli¢itého. Hlavnimi
meziprodukty, které opoustéji chloroplast, jsou tiiuhlikaté derivéty cukrii. Oznacime-li si
{CH,0} jako strukturni jednotku cukrii, pak miiZeme formalné napsat celkovou rovnici
tzv. kyslikové fotosyntézy:
CO, + H,O - “™ _> (CH,0} + 0, +AG

Doda-li se autotrofnimu organismu, ktery md dostupnou vodu, oxid uhli¢ity za souc¢asného

ozatovani, tento organismus vyviji kyslik.
Méieni vydeje Kysliku patfi mezi nejjednodussi prostiredky, kterymi lze studovat

fotosyntézu.

PRINCIP MERENI

Princip méfeni je patrny z obr. 1. Ozatuje-li se zdrojem viditelného zafeni listové pletivo
v uzaviené komiirce a je-li souc¢asné piitomen zdroj oxidu uhlicitého a dile netrpi-li pletivo
vyraznym nedostatkem vody, pak béZi fotosyntéza a uvoliiuje se kyslik. Ten difunduje do
okoli listu, ¢imZ dochdzi ke zvySovani jeho parcidlniho tlaku v uzavieném prostoru komiir-
ky. Zmény parcidlniho tlaku kysliku jsou snimdny vhodnym detektorem, pirevadény na

elektricky signdl a zaznamendvany na zapisovaci.
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POPIS ZARIZENI

K méfeni vyvoje kysliku asimilacnich pletiv v uzavieném systému slouzi komurka, kde
detek¢nim prostiedkem je kyslikova elektroda. Anglicky se toto zafizeni nazyva “leaf disc
oxygen electrode unit”; ¢esky ndzev je ,listova (diskova) kyslikovéa elektroda®.

Na obr. 2 je uveden schematicky nakres komurky s kyslikovou elektrodou pro méfeni
v plynné fazi. Listovy ter¢ik leZi na nerezové kovové sit’ce ve stfedni Casti piistroje. Kysli-
kovy detektor (elektroda Clarkova typu) pfiléhd zespodu ke komiirce s listem. Jeho plati-
novd katoda je vystavena atmosféfe v komurce. Pletivo listu je mirn¢ pfitlatovano proti
termostatovanému hornimu dilu zafizeni pomoci disku z pénového polyuretanu, ktery jej
také oddé€luje od terciku z hrubé tkaniny, v jejichZ pérech je nasdknut roztok schopny uvol-
novat oxid uhli¢ity. Vzorek je osvétlovan shora pies dvé pruhlednd okna vhodnym svétel-
nym zdrojem. Kohouty na prostfednim dilu jsou pro pfivod a odvod plynt slouZicich ke
kalibraci zafizeni Ci nastaveni pozadovaného slozeni atmosféry v komurce. VSechny spoje
a dosedaci plochy jsou t€snény gumovymi o-krouzky. Svorky, jimiz se pfipeviiuje horni dil
k prostfednimu, a ndstavce pro piivod a odvod vody z termostau nejsou na obrazku zakres-

leny.

ULOHA

Zmeéite teplotni zavislost vydeje a spotieby kysliku u ter¢ikli vyseknutych z listd dvou dru-
ht rostlin. K tomuto tuc¢elu pouZzijte C3 rostlinu a C4 rostlinu. Pracujte s teplotami 25, 30,
35 a 40 °C. Vysledky uved'te v jednotkéch umol(O5) s™ m (normovdni na jednotku plochy

listu). Vysledky vzdjemné porovnejte.
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POSTUP

1. Priprava zafizeni a sestaveni komurky

a) Zapnéte termostat. Zakladni teplotu zvolte 25 °C.
b) Sestavte méfici komirku: Do prostfedniho dilu komurky vsunite stfedovaci ptipravek a
vlozte 7 diskl v poradi plna kovova podloZzka s vyseknutym stiedem, hrubd tkanina, kovo-
va sitka s neperforovanym stfedem, pénovy polyuretan, kovova sitka, hrubd tkanina a ter-
¢ik z Cerné latky (misto ter¢iku z listu).
c) Vyjméte piipravek na stiedovani diskl a zkontrolujte, zda je pod nim gumovy tésnici
o-krouzek.
d) Nechte oba kohouty oteviené a nasad’te horni dil komurky na prostiedni. Zajistéte je
dvéma protilehlymi svorkami.

Pozn.: V piipadé, Ze jsou ve vodnim filtru velké vzduchové bubliny, natoc¢te horni dil
pted jeho nasazenim na komirku tak, aby vyvod temperovaci vody smefoval kolmo vzhii-

ru. Bubliny se tak vypudi ven.

2. Kalibrace

Listova diskovéa kyslikova elektroda se ovlada prostfednictvim pocitace a programu Oxy-
Trace+. Pii kalibraci postupujte podle piikazl, které se objevi po otevieni ,,Calibrate >

Gas Phase Calibration* na list€ nabidek.

3. Mérfeni vydeje kysliku

a) Sejméte horni termostatovany dil komurky.

b) Pomoci pinzety vyjméte z komurky 5 diskti shora, aZ se dostanete na druhy disk odspo-
du (hruba tkanina).

c) Na tuto porézni tkaninu napipetujte 200 pl nasyceného vodného roztoku NaHCOj3 jako
zdroj COs,.

d) S pomoci stiedovaciho piipravku umistéte disky do komirky ve stejném potadi jako

byly. Posledni disk (ter¢ik z ¢erné latky) tam nevracejte (misto néj bude listovy tercik).
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e) Tkaninu, na niZ bude spocivat listové pletivo, mirn¢ navlhéete H,O.

f) Zlistu dané rostliny vyseknéte k tomu uréenym piipravkem tercik, ktery ma velikost
10 cm?, a umistéte jej na disky v komiirce.

g) Vyjméte stiedovaci ptipravek, uzaviete komtrku a oba kohouty na jejim stfednim dilu.
h) Na okénko na horni stran¢ komurky opatrné nasad’te zdroj svétla.

1) Spust'te zdznam tladitkem ,,Go* v programu OxyTrace+ na 1i§t€ nastroju.

j) Rozsvit'te svétlo. List fotosyntetizuje a uvoliiuje kyslik — zapisujete kiivku jeho vy-
deje. Zaznamendvejte tak dlouho, dokud neni dosazeno staciondrniho vydeje O, — linearni-
ho tvaru z4pisu.

k) Zhasnéte svétlo. List dycha — zapisujete kiivku spotieby O,. Zaznamenavejte tak dlou-
ho, dokud neni dosazeno linearity zapisu.

1) Ukoncete zaznam dat a vysledky zpracujte podle pokynt vedouciho.

m) Dale postupujte podle zadan{ dlohy.

4. Ukonceni prace

a) Po skonceni pokusu vyjméte z komirky vSechny disky.

b) Plnou kovovou podlozku s vyseknutym stfedem a oba teréiky z porézni tkaniny diklad-
n¢ umyjte vodovodni vodou, abyste z nich odstranili zbytky roztoku i vykrystalizovaného
NaHCOs, pak je oplachnéte destilovanou vodou a vysuste mezi ¢tverecky buniciny. Vypné-

te vSechny pfistroje kromé polarizace elektrody.

5. Zpracovani vysledku

Po zkalibrovani pfistroje udava OxyTrace+ vysledky vyvinutého nebo spotfebovaného kys-
liku celym listovym terc¢ikem (10 cm?) vzhledem k jeho atmosférickému mnozstvi (RTA)
v jednotkach latkového mnoZstvi (mol) za minutu. Pro pfepocet na pozadovanou jednotku
[Lmol(O,) s' m? vynasobte vysledek faktorem 16,667. Tento faktor zadejte do tabulky

dosazitelné z listy néastroju ,,Rate > Display Rate Table > Set Normalise Factor*.
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