PRÁCTICA DE LABORATORIO No. 1: Características osmóticas de la célula vegetal

OBJETIVOS:
1. Comprobar los cambios que ocurren en las células vegetales vivas al variar la concentración del medio exterior
1. Determinar el potencial osmótico en células vegetales por el método del refractómetro de mano
1. Determinar el estado de los estomas por el método de Molish
1. Determinar la transpiración por el haz y el envés por el método del cloruro de cobalto

Ensayo experimental No. 1: Observación y comprobación de la plasmólisis

Introducción: 
La célula vegetal está en continuo intercambio con su medio. Cuando el medio celular posee potencial hídrico (- ψw) inferior al existente en el interior celular, es decir, cuando se cumple que (- ψw celular) < (- ψw extracelular) la célula cede agua provocándose la plasmólisis, fenómeno que genera retracción del protoplasma.

                                            
Objetivo: Comprobar los cambios que ocurren en las células vegetales vivas al variar la concentración del medio exterior

Materiales necesarios:
1. Hojas de planta orientada por el profesor
1. Nitrato de sodio (NaNO3) o potasio (KNO3) 1M
1. Agua destilada
1. Cubre y portaobjetos, papel de filtro, pipetas de 10 ml
1. Cuchilla
1. Microscopio óptico

Procedimiento:
Se toma un corte fino de la epidermis del material vegetal, se coloca en el portaobjeto y se añaden unas gotas de solución de NaNO3 o KNO3 1M, se cubre y se observa al microscopio, primero con el lente de menor aumento y luego con el de mayor aumento. De esta manera se observa la plasmólisis. El estudiante debe dibujar lo observado. Se elimina la solución plasmolítica, primero con papel de filtro y después con gotas de agua destilada sobre el corte epidérmico, y nuevamente se observa al microscopio hasta apreciar la desplasmólisis (dibujar). Estos fenómenos se observarán siempre que las células estén vivas.

Conclusiones:
El estudiante explicará los fenómenos observados sobre la base de sus conocimientos acerca del potencial hídrico de la célula en las soluciones de diferente tonicidad.


Ensayo experimental No. 2: Determinación del potencial osmótico en células vegetales

Introducción: 
La célula vegetal en su interior es un sistema coloidal; poseer membranas de permeabilidad selectiva (altamente permeables al agua y con posibilidades de permitir el paso de determinados solutos) le permite mantener un intercambio hídrico con el ambiente extracelular. Por ello, cuando se sitúa una célula vegetal viva en una solución de potencial hídrico (- Ψw) idéntico al de la célula (solución isotónica), el aspecto de la célula vegetal se mantiene igual (aparentemente no ocurre nada) aunque en realidad hay movimiento del líquido hacia adentro con igual intensidad que hacia fuera (se alcanza un equilibrio dinámico):

1. Ψw celular = - Ψw extracelular 
                                                  (Flujo hídrico bidireccional)
Sin embargo, si se coloca la célula en una solución cuyo - Ψw es mayor que el - Ψw de la célula (solución hipertónica), se observa que la membrana celular se separa de la pared, debido a que las moléculas de agua saldrán desde la célula hacia el exterior celular. Se genera plasmólisis celular:

1. Ψw celular < - Ψw extracelular

                                        (Movimiento de H2O unidireccional de la célula al medio)
Si esta célula plasmolizada se sitúa en un medio de – Ψw inferior, es decir, en una solución hipotónica con respecto a la célula, esta recobra su estado de turgencia y se puede decir que la célula se ha desplasmolizado al penetrar agua desde el medio hacia el interior celular: 
1. Ψw celular > - Ψw extracelular

                                        (Movimiento de H2O unidireccional del medio a la célula)

En células vegetales adultas, el potencial hídrico es prácticamente igual al potencial osmótico (- Ψs).

Objetivo: Determinar el potencial osmótico (- Ψs) en células vegetales por el método del refractómetro de mano

Materiales necesarios: 
1. Hojas de plantas
1. Solución de sacarosa 1M
1. Agua destilada
1. Papel de filtro, pipetas, agitadores de vidrio
1. Perforador de tapones y tablilla con goma para cortes
1. Tubos de ensayo (6) y gradilla
1. Aditamento de alambre  
1. Refractómetro de mano

Procedimiento: 
Para este ensayo experimental se utilizará el refractómetro de mano. El estudiante debe atender a la explicación del profesor sobre el funcionamiento, calibración y cuidado de este equipo. 

A partir de una solución de sacarosa 1M, se prepararán soluciones 0,2 M; 0,4 M; 0,6 M; 0,8 M y 1 M, todas con un volumen final de 10 ml. Se prepara una tabla como la siguiente: 

	Concentración de la solución
	Para 10 ml de disolución
	Tiempo en la solución
	
% sacarosa
inicial
	
% sacarosa
Final

	
	ml sacarosa
	ml
H2O
	t1
	t2
	
	

	Control
	0
	10
	
	
	
	

	0.2 M
	2
	8
	
	
	
	

	0.4 M
	4
	6
	
	
	
	

	0.6 M
	6
	4
	
	
	
	

	0.8 M
	8
	2
	
	
	
	

	1.0 M
	10
	0
	
	
	
	



Después de preparadas, las soluciones se agitan vigorosamente, se les determina el % de sacarosa (% sacarosa inicial) con el refractómetro de mano y se anotan los datos en la tabla. Con el perforador de tapones y apoyándose sobre la tabla con goma, se cortan 10 discos de hojas y se colocan en el primer tubo, anotando el tiempo y manteniéndolos en el seno de la solución durante 30 minutos, auxiliados con los aditamentos de alambre.
                                                                              
Esta operación se repite para todos los tubos de ensayos. Pasado el tiempo (30 min) se extraen los discos, se agitan las soluciones y se determina el porcentaje de sacarosa final de cada solución. Todos los valores se anotarán en la tabla. Aquella solución en la que el % de sacarosa no varió durante el experimento (% sacarosa inicial = % sacarosa final) se toma como solución ISOTÓNICA, de concentración igual a la del contenido celular. Con este valor de concentración (no con el del % de sacarosa) se calcula el potencial osmótico (- Ψs).
-Ψs = RTC
Donde:
C= concentración de la solución isotónica expresada como molalidad (moles de soluto por kg de H2O).
R = constante de los gases (0.0082).
T= temperatura absoluta en grados Kelvin (temperatura del laboratorio en 0 C +273).

El estudiante debe recordar que aunque el cálculo le dará un resultado con signo positivo, el potencial osmótico ser anota con signo negativo porque es una fuerza de succión.

Conclusiones:
El estudiante explicará los fenómenos observados sobre la base de sus conocimientos acerca de la relación del potencial osmótico de la célula con su potencial hídrico, y el comportamiento de la célula en las diferentes soluciones experimentales utilizadas.



Ensayo experimental No. 3: Determinación del estado de los estomas

Introducción: 
Los estomas constituyen estructuras morfológicas funcionales a través de las cuales las plantas realizan el intercambio gaseoso con la atmósfera. En la apertura y cierre de los estomas intervienen factores internos y externos y esta estructura actúa como válvula multisensorial al reaccionar bajos los efectos de factores físicos y químicos. A través de los estomas escapa el vapor de agua producido por la transpiración y penetran el CO2 y el O2 que la planta utiliza en la fotosíntesis y la respiración. El método que se utilizará (método de Molish) se basa en que los solventes orgánicos como el alcohol, el benceno y el xilol pueden humedecer la cutícula de la hoja, y penetrar con diferente facilidad al interior foliar en dependencia del grado de apertura de los estomas, llenando los espacios intercelulares de la hoja. La parte de la hoja en que se infiltra la sustancia queda marcada.


Objetivo: Determinar el estado de los estomas por el método de Molish

Materiales necesarios: 
1. Planta indicada por el profesor
1. Agitador
1. Alcohol etílico puro, benceno, xilol y papel de filtro

Procedimiento: 
Se toman unas gotas de alcohol con un agitador y se dejan caer sobre el envés de la hoja. Si los estomas están totalmente abiertos el alcohol se infiltra y en las hojas se observa una mancha transparente. Si los estomas no están totalmente abiertos, el alcohol no penetrará y se evapora sin dejar mancha. 
En ese caso, después de enjuagar el agitador y secarlo con el papel de filtro, se repite el procedimiento con el benceno; como esta sustancia es capaz de introducirse en los estomas semicerrados, se infiltra y deja una mancha transparente. 
Si el benceno tampoco puede penetrar, el procedimiento descrito se repite con el xilol. Si este penetra, dejando la correspondiente mancha transparente, los estomas están casi cerrados. Si los estomas están completamente cerrados, tampoco penetra el xilol. 
Este ensayo experimental es de naturaleza cualitativa pues sólo permite evidenciar cierto grado de apertura de los estomas. A través de este procedimiento no es posible establecer valores cuantitativos de la apertura estomática.




Conclusiones:
El estudiante explicará los fenómenos observados sobre la base de sus conocimientos sobre la apertura estomática y la relación de esta con las condiciones ambientales en que se desarrolla el ensayo experimental.


Ensayo experimental No. 4: Determinación de la transpiración por el haz y el envés

Introducción: 
En las plantas los estomas en ocasiones se presentan solamente en la superficie inferior (envés) de la hoja, pero frecuentemente estas estructuras se encuentran en ambas caras (envés y haz). Es común que la mayor proporción de estomas se encuentre en el envés, aunque en las especies de pastos existe casi la misma cantidad de estomas en ambas superficies y en las especies acuáticas estas estructuras solo se presentan en el haz. El número de estomas es variable entre las especies, generalmente en un mm2 foliar hay unos 100 estomas, pero esta cifra puede ser hasta 10 veces superior. El procedimiento empleado (método del cloruro de cobalto) tiene como fundamento teórico el cambio de color del papel de cloruro de cobalto de azul en estado seco a rosado, cuando se humedece. Al adherir a ambas caras de una hoja tiras de papel impregnadas con CoCl2 se puede poner en evidencia el fenómeno de la transpiración, así como las diferencias de este proceso por el envés y el haz.

Objetivo: Determinar la transpiración por el haz y el envés por el método del cloruro de cobalto

Materiales necesarios: 
1. Planta indicada por el profesor
1. Solución de cloruro de cobalto (CoCl2) 5%
1. Portaobjetos, papel de filtro, pinzas de alambre o cinta adhesiva.

Procedimiento:
[bookmark: _GoBack]Se sumergen cintas de papel de filtro en una solución de cloruro de cobalto 5%. El papel al humedecerse en la solución toma color rosado. Al secarse en la estufa cambia a color azul intenso. Se conserva en una campana o desecadora con H2SO4, pues absorbe rápidamente la humedad atmosférica.
Una cinta del papel impregnado en CoCl2 se coloca sobre el haz y otra sobre el envés de la hoja de la planta indicada; se aíslan de la atmósfera cubriendo cada una de ellas con un porta-objeto, y ambas se sujetan con una pinza de alambre o cinta adhesiva.

Después de 10 - 15 minutos debe observarse el cambio de color del papel, de azul a rosado, como resultado de su humedecimiento producido por la transpiración. El cambio de coloración debe ser más visible en el envés que en el haz, porque en el envés existe un mayor número de estomas y ocurre una mayor salida de vapor de agua. El método del papel de cloruro de cobalto es un método cualitativo, pues sólo permite la demostración del fenómeno de la transpiración y no su determinación cuantitativa.

Conclusiones:
El estudiante explicará lo observado sobre la base de sus conocimientos acerca de la transpiración y los estomas como vías de intercambio gaseoso con el ambiente. 
