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 INTRODUCCION.



El estudio de la fisiología vegetal ampliará la compresión de los fenómenos que se llevan a cabo dentro de las plantas. El agua y los materiales disueltos que se desplazan por toda la planta, a través de las vías de transporte especiales tales como son: el agua del suelo va por las raíces a tallos y hojas hasta la atmósfera; las sales inorgánicas y moléculas orgánicas en muchas direcciones en el interior de la planta. De tal manera que se suceden miles de reacciones químicas diferentes, que acaecen continuamente en las células vivas, transformando el agua, las sales minerales y los gases del medio ambiente en tejidos y órganos de las plantas, todo este proceso en crecimiento de la planta, es decir desde la fecundación hasta la muerte del vegetal.



 OBJETIVOS. -



Comprender el proceso de desarrollo de las plantas. Identificar las funciones que desarrollan las células, tejidos y órganos de la planta.



-



 Adquirir las bases científicas para integrar y articular la aplicación de los conceptos teóricos de la fisiología vegetal en la producción de cultivos.



-



Observar cambios en el potencial hídrico y osmótico a través de diferencias de densidad. - Conocer técnica de impresión de estomas y determinar el índice estomático en diferentes especies de plantas.



-



Conocer la cantidad de clorofila total, y de clorofilas a y b presentes en una muestra de hoja.



 DESARROLLO DE ACTIVIDADES EN LABORATORIO DETERMINACIÓN DEL POTENCIAL DE AGUA TOTAL La energía libre del agua es un concepto termodinámico que se usa para expresar  la capacidad que tiene el agua para realizar trabajo dentro del sistema de la planta (potencial químico) y más aprop químico del agua pura a la misma temperatura, y se expresa de la siguiente manera: Potencial de agua = Dónde: R = Constante de los gases V = Volumen parcial molar  T = Temperatura absoluta e = Presión de vapor del agua en el sistema eº = Presión de vapor a saturación del agua pura.



fuerza de 0.01 Mega pascales (MPa) por metro y la contribución del potencial matricial también es desprec



por  presión para expresarlo: 1 baria = 1.0 X 10 dyn/cm = 1.0 X 10 N/m = 0.987 atm = 1017 cm de agua = 75.0 cm Hg = 14.50 Ib/pulg. = 10 Pa = 0.1 MPa = 100 J/Kg.



  Al final del ciclo, el peso acumulado de todas Las plantas representa entre el 50 % y el 60 % del peso seco total acumulado por la planta. El peso acumulado de todos los frutos parece mantener una relación lineal con el peso total de la planta, Sin embargo, distribución l momentánea del incremento de la materia seca entre los frutos y las partes vegetativas puede cambiar de manera cíclica, La planta, bajo condiciones constantes de clima, presenta períodos de alta intensidad de crecimiento generativo y reducido crecimiento vegetativo y viceversa Las condiciones reinantes durante la iniciación del fruto, como la intensidad de luz y la posición del fruto en la planta, afectan su potencia de sumidero. Los primeros frutos ejercen efecto dominante sobre los que aparecen posteriormente



2.1 Método de cambio de peso Introducción antiguos. Se basa en el hecho de que los tejidos vegetales ganan o pierden agua, cuando se les coloca en conocido como sacarosa, manitol o polietileno glicol. Las soluciones con una concentración conocida se utilizan para ceder o absorber agua del tejido vegetal que se coloca en ellas. La finalidad de este método es encontrar una solución en la cual el tejido no modifique su peso. Esto indica que no hubo ni pérdida ni



  Al final del ciclo, el peso acumulado de todas Las plantas representa entre el 50 % y el 60 % del peso seco total acumulado por la planta. El peso acumulado de todos los frutos parece mantener una relación lineal con el peso total de la planta, Sin embargo, distribución l momentánea del incremento de la materia seca entre los frutos y las partes vegetativas puede cambiar de manera cíclica, La planta, bajo condiciones constantes de clima, presenta períodos de alta intensidad de crecimiento generativo y reducido crecimiento vegetativo y viceversa Las condiciones reinantes durante la iniciación del fruto, como la intensidad de luz y la posición del fruto en la planta, afectan su potencia de sumidero. Los primeros frutos ejercen efecto dominante sobre los que aparecen posteriormente



2.1 Método de cambio de peso Introducción antiguos. Se basa en el hecho de que los tejidos vegetales ganan o pierden agua, cuando se les coloca en soluciones que conocido como sacarosa, manitol o polietileno glicol. Las soluciones con una concentración conocida se utilizan para ceder o absorber agua del tejido vegetal que se coloca en ellas. La finalidad de este método es encontrar una solución en la cual el tejido no modifique su peso. Esto indica que no hubo ni pérdida ni



Este método, basado en el cambio de peso, puede ser muy útil cuando no se tiene



Objetivo Material Material vegetal (de preferencia papa). cajas de Petri sacabocados con un di~metro de 10 mm, balanza analítica, pinzas, papel secante y soluciones de sacarosa: 0,05 0,1 0,2 0,5 0,8 molal. Procedimiento Prepare las cajas de Petri con 50 ml de las soluciones de sacarosa. Tome muestras de la papa con el sacabocados, aproximadamente cilindros de 1 cm de longitud y pese estos tejidos en la balanza (peso inicial). Coloque cada cilindro en cada caja de Petri con la solución de sacarosa; manténgalo así y pese cada cilindro a intervalos de un .hora (elimine el exceso de agua con papel secante),



 hasta que los cilindros de papa ya no indiquen aumento de peso. Saque los cilindros de papa, elimine el exceso de agua con papel secante y péselo. (Peso final). Es conveniente pesar las muestras en orden cronológico, según se hayan Introducido en la solución. Elabore una tabla que muestre lo~ pesos Iniciales, los pesos finales y los cambios de peso. Determine el porcentaje de cambio de peso con la siguiente fórmula: % de cambio de peso = peso final – peso inicial x 100 Peso inicial Las diferentes especies de plantas tienen distinta velocidad de absorción de agua, por eso es importante pesar en diferentes intervalos y determinar el tiempo que tarda en alcanzar el equilibrio cada una de las especies que se desea estudiar.



Ejemplo: este valor se busca en tablas de presiones osmóticas de la siguiente ecuación: -miRT En donde: m = molalidad de la solución (moles de soluto/1000 g H2O) I = una constante que estima la ionización del soluto u otras desviaciones de soluciones perfectas. R = Constante general de los gases (0.0831 litros baria/mol grado). T = Temperatura absoluta (273° K) En este caso, el resultado fue el siguiente: - (0.35 mol/LH2O) (1.0) (0.0831 Litro baria/mol grado) (298° K) - 8.66 barias a 25ºC DISCUSION Y RESULTADOS



 Se realizó el procedimiento tal como nos indica la guía en solución sacarosa a una temperatura de 25ºC (con 3 concentraciones distintas al 0,2%, al 0,05%, al 0,8%) se toman los pesos iniciales, luego se pesa cada hora y se toma el peso. Tabla de valores. % solución 0,2 % 0,05% 0,8%



Tiempo



Peso inicial



peso1



Peso2



Peso3



1 2 3



4gr 3,9gr 3,6gr



4gr 4gr 3,7gr



4gr 4gr 3,7gr TOTAL %



4,1gr  4,1 gr  3,7gr 



= peso final – peso inicial x 100 Peso inicial



4gr - 4,1gr  1) ------------------x100= -2,5 % 4gr  Este es el porcentaje de peso que incremento la solución del 0,2% de sacarosa 2) 3,9gr _4,1 ----------------------x100= -0,5 % 3,9gr  Este es el porcentaje de incremento de peso de la solucionar 3,9% de sacarosa 3) 3,6gr  – 3,7gr  -----------------------x100= - 2,77% 3,6gr  Este es el porcentaje de incremento de peso de la solución al 3,6% de sacarosa Se concluye que en todas las soluciones de sacarosa se mantiene constante R = Constante general de los gases para llegar a un equilibrio de absorción.



 2.2 Método de coloración de Shardakov Introducción Este método consiste en sumergir muestras de tejido vegetal durante algún tiempo en un gradiente de concentración, de soluciones de sacarosa, manitol o polietileno-glicol. Las soluciones ganarán o perderán agua (disminuyendo y aumentado su densidad respectivamente), esto depende del potencial del agua Si la densidad de la solución no cambia, esto indica que el tejido y la solución La presión de turgencia, la transpiración, los componentes del soluto y la hidratación son factores que influyen en el potencial hídrico de una planta. En el laboratorio se determinará el potencial hídrico a diferentes concentraciones de sacarosa y se analizará qué sucede en cada una de ellas. Fenómenos osmóticos Osmosis es la difusión de una sustancia a través de una membrana semipermeable, es decir, aquella que deja pasar los solventes pero no los solutos. En las células vegetales ocurre ósmosis porque las membranas citoplasmáticas no dejan pasar numerosas sustancias disueltas en las vacuolas, lo cual determina la existencia de una menor energía libre del agua en su interior, provocando la entrada de agua a la célula; a medida que esta agua entra, el protoplasma es presionado contra la pared celular limitando ella su grado de expansión. Dicha presión se denomina "presión de turgencia" y es el producto, a su vez, de la presión osmótica del contenido celular. representa el efecto de la disolución de solutos sobre el potencial hídrico. Los solutos reducen la energía libre del agua por su dilución. Este efecto es esencialmente un efecto entrópico; es decir, la mezcla de solutos yagua aumenta el desorden (entropía) del sistema y, consecuentemente, disminuye la energía libre. El efecto entrópico de los solutos disueltos también se observa en otros efectos físicos, conocidos como propiedades coligativas de las soluciones: los solutos disminuyen la presión de vapor de las soluciones, aumentan su punto de ebullición y disminuyen su punto de congelamiento. Para soluciones diluidas de sustancias no disociadas, el potencial osmótico puede ser estimado por la ecuación de Van't Hoff: - RTCs Dónde: R = constante de los gases (8,32 Lmolv.k': 0,00831Kg.MPa.mol•l.okl)



 T = temperatura absoluta en grados Kelvin Cs = concentración de solutos de la solución expresada como osmolalidad (moles de solutos totales disueltos por litro de agua [mol.L:']).



Objetivos • Determinar con esta técnica el potencial de agua del tejido vegetal. • Observar cambios en el potencial hídrico y osmótico a través de diferencias de



densidad. • Distinguir el potencial hídrico como un factor importante en el desarrollo integral



de una planta. • Entender los diferentes procesos que ocurren dentro de una hoja.



Materiales Tubos de ensayo (10) Material vegetal Pipetas de 10 mL  Azul de metileno al 1 % Gradilla Pinzas y cuchillas Pipetas Pasteur o cuentagotas Soluciones de sacarosa con concentraciones de 0,05 0,1 0,2 0,5 0,8 molal Metodología Preparar 2 series de 5 tubos de ensayo con las soluciones de sacarosa. Se debe etiquetar dos tubos de ensayo por cada una de las concentraciones de sacarosa. Realice cortes con un sacabocados círculos de tejido de las hojas o con un bisturí cortes de un cm2. En la primera serie se agrega a cada tubo 15 mL de una solución de sacarosa y 4 cortes o discos de hojas, del cual se desea conocer su potencial hídrico. En la segunda serie se colocan 15 mL de solución de sacarosa más cuatro gotas de azul de metileno. Se deben tapar los tubos con papel para film para evitar la evaporación.  Al cabo de dos horas, se retira con unas pinzas el tejido vegetal de cada uno de los tubos. Con el cuentagotas o una pipeta Pasteur se toman unas gotas de la solución coloreada de sacarosa 0,05 molal y se libera a unos 3 cm bajo la superficie de la solución del el tubo donde estaba el tejido a la concentración 0,05 molal, observando qué sucede con la gota coloreada, y así con cada uno de los demás tubos de forma respectiva. Se toma como parámetro si la gota sube, baja o se diluye. Escriba los resultados en una tabla. El potencial hídrico será igual al potencial osmótico de la solución coloreada en la cual la gota de la solución coloreada permaneció suspendida. Discuta los resultados.



 Tabla1 con sacarosa muestra 1



2



3



4



5



6



7



8



2horas de tiempo



=



=



=



=



=



=



=



=



Resultado con sacarosa = se mantiene la gota



 Aquí observamos que al cabo de 2 horas la presión mantuvo arriba la hoja y la gota sin mezclarse Tabla 2 con sacarosa más 4 gotas de azul de metileno



Muestra # Tiempo 2 horas



9 =



10 =



total Se mantiene la gota arriba, no se diluye



 Aquí hemos observado que la presión mantiene la gota arriba sin diluirse y que la hoja tendió a bajar,



DISTRIBUCIÓN DE LOS ESTOMAS E ÍNDICE ESTOMÁTICO. TÉCNICA DE IMPRESIÓN Introducción La pérdida de agua que sufren las plantas es un fenómeno totalmente físico; el agua se evapora de la hoja como lo haría de un recipiente cualquiera. La hoja necesita estar saturada de agua para su vida normal, y aunque tiene la epidermis impermeable, siempre hay difusión a través de ella; igualmente, la hoja tiene estomas y, si bien puede cerrarlos, el cierre no es hermético. Además, las estomas se abren conforme a las leyes fisicoquímicas. Es claro que una planta no podría vivir sin intercambio de O2 y CO2 con el ambiente; y por donde entra CO2 escapa H2O gaseoso, lo cual se da con la apertura de las estomas que depende de las circunstancias del medio ambiente. La mayor parte de la transpiración se hace por las estomas; aun cuando el ostiolo esté cerrado, deja un orificio de aproximadamente 0,211 y, dado el tamaño de la molécula de agua (0,3nm), se calcula que pueden pasar por la estoma cerrado



 unas 5.000 moléculas. Las estomas son poros formados por un par de células especializadas llamadas células guarda. Se encuentran en la epidermis de las partes aéreas de la mayor ía de las plantas terrestres. Convencionalmente, un estoma se acepta como el poro y las dos células que lo rodean (células guarda). Un complejo estomático se refiere a las células guarda y a las células vecinas (células subsidiarias). La apertura y cierre de la estoma es posible por la morfología especial de las células oclusivas o guardas, que al llenarse de agua, se alarguen y se despegan las paredes que forman el borde del ostiolo, el cual queda abierto; cuando sale agua de ellas, quedan flácidas y por elasticidad toman su forma primitiva.



Índice estomático = número de estomas por unidad de área Núm. de estomas por unidad de área + número de células epidérmicas por área El estudio de los estomas es uno de los campos más activos en la fisiología vegetal y una de las razones de este gran interés se debe a que los estomas intervienen en el control de dos de los más importantes procesos fisiológicos en las plantas: fotosíntesis y transpiración. Usualmente, las estomas están distribuidas al azar en la epidermis de las plantas. Sin embargo, en la mayoría de las monocotiledóneas y en gimnospermas las estomas están distribuidas en hileras. Factores genéticos y ambientales como disponibilidad de agua, intensidad de luz, temperatura, y concentración de CO2 influyen en la distribución, frecuencia y morfología de las estomas. Debido a que todos estos factores influyen en la frecuencia. Salisburv introdujo, en 1928, el término índice estomático, que relaciona el número de estomas por unidad de área con el número de células epidérmicas por unidad de área:  Al parecer este índice permanece constante dentro de las hojas de una misma planta. El estudio de las estomas se puede realizar mediante dos métodos: los directos y los indirectos. Los directos incluyen las observaciones directas en las hojas en el microscopio o mediante réplicas de la superficie de las hojas. Los métodos indirectos incluyen las estimaciones de la apertura de las estomas mediante porórnetros de flujo de masas, porómetros de resistencia a la difusión.



Objetivo Dominar la técnica de impresión de estomas y determinar el índice estomático en diferentes especies de plantas.



 Material Plantas de la especie que se desee, portaobjetos y cubreobjetos, pinzas pequeñas, barniz para uñas y microscopio.



Procedimiento En la superficie de las hojas a las cuales se quiere tomar impresiones, coloque una película delgada de esmalta (barniz para uñas), -es conveniente usar uno de buena calidad y de secado rápido- con un pincel de aproximadamente 1 cm2 (tener en cuenta de no tocar la película con la mano para no dejar huellas. Espere unos 30 minutos para que la película seque y, después, con pinzas, desprenda la película plástica que se formó y colóquela sobre el portaobjetos cuidando que la superficie que estuvo en contacto con la epidermis de la hoja quede hacia arriba, coloque el cubreobjetos y proceda a observar la película en el microscopio. Halle el índice estomático. Dibuje y comente los resultados. RESULTADOS.



Se realizó todo como indica la guía y se hacen tomas en varios lentes y se observa en cada uno diferente los estomas en unos más definidos. 1. Aquí observamos primero con un lente de un # 4 y se observó poco espacio entre estomas. 2. Al segundo lente a un # de 10 se observa un poco extensa la cavidad entre estoma y estoma. 3. Al tercer lente a un #40 se observa las células más extensas y definida donde se puede contar el número de estomas por espacio



 PIGMENTOS VEGETALES Introducción Todos los organismos que habitan en la biosfera dependen de las plantas como fuente de energía, debido a su capacidad de fijar dióxido de carbono por medio de la fotosíntesis para constituir moléculas más complejas. Entre estas moléculas encontramos la glucosa, azúcar simple precursor de compuestos orgánicos. La capacidad de las plantas para fijar carbono a través del proceso fotosintético depende en gran medida de la cantidad de radiación disponible. La fotosíntesis es un proceso biológico de foto-absorción de energía y fotoasimilación de elementos esenciales. Durante la fase de foto-absorción de energía, la luz visible del espectro radiactivo electromagnético incidente es absorbida diferencialmente por las moléculas de los pigmento s vegetales, logrando que la energía lumínica sea transformada en energía electroquímica. Esta energía es almacenada en dos biomoléculas estables: NADPH (fuente de poder reductor) y ATP (poder de enlace), necesarias para la fase siguiente. Durante la fase de foto-asimilación de elementos esenciales, se asimilan los elementos constitutivos de la materia orgánica a partir de fuentes minerales inorgánicas y se incorporan en biomoléculas orgánicas metabolizables. Por  ejemplo, la energía de la primera fase es usada en la conversión de CO2 yagua en azúcares. Existen diferentes tipos de pigmentos foto sintéticos que se encuentran en mayor  o menor proporción en las diversas especies; éstos comprenden las clorofilas a y b, algunas xantofilas y carotenos. Para su identificación y valoración se hace necesario un proceso de extracción en el que se macera el tejido vegetal en presencia de un solvente orgánico.



Objetivos Determinar la cantidad de clorofila total, y de clorofilas a y b presentes en una muestra de hoja. Materiales e Instrumentos - Material vegetal (Hojas de la planta seleccionada) - Mortero y pistilo - Probeta - Acetona - Éter de petróleo - Tubos de ensayo - Pinzas - Espectrofotometeo Extracción de clorofila



 - Embudo de decantación - Pipetas - Carbonato de calcio - Cloruro de sodio (10%) - Sulfato de sodio anhidro



Procedimiento 1) Tome 3 g de tejido foliar sin nervadura. 2) Macere. 3) Añada 0,1 g de CaC03 y continúe macerando. 4) Añada 10 ml, de acetona al 80% y continúe macerando. 5) Tome el sobrenadante del macerado y llévelo al embudo de separación. Tápelo para evitar que se volatilice la acetona. 6) lave nuevamente el macerado con 10 ml, de acetona, lleve el sobrenadante al embudo de separación y tápelo. 7) Agregue 15 ml, de éter de petróleo al mortero y termine de macerar el tejido vegetal. 8) Vierta el sobrenadante en el embudo de separación y tápelo. 9) Agite el embudo de separación en forma rotatoria, teniendo cuidado de que el tapón no salga expulsado del embudo. 10) Prepare una solución de NaCl al 10%. 11) Tome 60 ml, de solución de NaCl y añádala al embudo de separación. Tape y agite en forma rotatoria. 12) En el embudo de separación se forman dos capas. Retire el tapón y elimine la capa inferior abriendo la llave de paso. 13) Repita los pasos 11 y 12. 14) Recoja la capa superior en un tubo de ensayo, tápelo y llévelo a la oscuridad para evitar la incidencia de la luz. Cantidad de clorofila Calibre el fotocolorímetro utilizando acetona al 80% como blanco de calibración. Tome densidad óptica del extracto de clorofila con el fotocolorímetro, ajustando el aparato a longitudes de onda entre 663 y 645 nm para cada medida. Si el extracto está muy concentrado, haga una dilución 1: 10 con acetona al 80%. Cantidad de clorofila (a, b o total) en mg de clorofila por g de tejido (mg!g): Dónde: D = densidad óptica o absorbancia. V = volumen de extracto utilizado en la determinación de la densidad óptica. W = masa del material inicial (3 g de tejido foliar). Resultados y preguntas • Presente los cálculos de las cantidades de clorofila (total, a y b) en



Mg/g de tejido.



 Procedimiento en el laboratorio:



1). Tomamos hojas de nacedero (Trichanthera gigantea) y procedemos a quitarle las nervaduras. 2). Después de este proceso pesamos 3 gr de las hojas y las maceramos en el mortero tomamos unas gotas en un tubo de ensayo para comparar más adelante. 3). Luego de macerar se le añade 0.1 gr de CaC03 (carbonato de calcio) y se continuo macerando. 4). Se agregaron 10 ml de acetona 80% y se sigue macerando 5). Después de este proceso sacamos el jugo del macerado y lo llevamos al embudo de separación y lo tapamos. 6). Nuevamente al macerado que queda después de sacarle el jugo, se le agregan 10 ml de acetona y se macera nuevamente, el jugo que sale se le agrega al embudo de separación junto con la muestra sacada anteriormente y se tapa para evitar que se evapore la acetona. 7). En este punto agregamos 15 ml de éter de petróleo y seguimos macerando. 8). Nuevamente sacamos el jugo con los dedos y lo agregamos junto con la muestra que está en el embudo de separación teniendo presente siempre de taparlo. 9). Procedemos a agitar el extracto que se encuentra en el embudo de separación. 10). En este punto nuestra tutora nos colabora preparándonos una solución de cloruro de sodio al 10% (NaCl). 11). Con la solución de cloruro de sodio lista, le agregamos 60 ml a nuestra muestra que tenemos en el embudo de separación lo tapamos y lo agitamos para que se produzca la separación. 12). Es evidente que en el embudo se observan dos capas, la capa inferior se extrae del embudo abriéndole la llave evitando dejar pasar la capa superior. 13). Cuando queda solamente la capa superior en el embudo, repetimos nuevamente los pasos 11 y 12. Le agregamos nuevamente los 60 ml de cloruro de



 sodio, agitamos y dejamos que se calme la sustancia y después de eso sacamos de la muestra la capa inferior. 14) Es así como nos queda solamente la capa superior la (clorofila pura) que se recogemos en un tubo de ensayo. Esta muestra se debía llevar al fotocolorímetro, pero en nuestro laboratorio no contamos con este aparato. Por esto no se realiza el resto de la práctica.  Aquí concluimos que nos hace falta implementar el fotocolorímetro, a pesar de esto aprendimos el proceso de sacar la clorofila.



CONCLUCCIONES.



 



















Conocer diferentes métodos utilizados en la fisiología vegetal. A hallar el contendido relativo de agua con la utilización de diferente hojas sin nervadura. Conocer el potencial de agua en plantas, con la técnica de cambio de peso, Método de coloración de Shardakov, con la utilización de material vegetal preferiblemente papa. Conocimos el índice estomático en diferentes especies de plantas Conocimos la cantidad de clorofila existente en una hoja gracias a la técnica de pigmentación.
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