PRÁCTICA 1
DETERMINACIÓN DEL POTENCIAL HÍDRICO DE UN TEJIDO VEGETAL

Todos los organismos vivos, incluidas las plantas, necesitan un aporte continuo de energía libre para mantener y reparar sus estructuras altamente organizadas, así como para crecer y reproducirse. Procesos como las reacciones bioquímicas, la acumulación de solutos y el transporte a larga distancia son impulsados por un aporte de energía libre a la planta.


El potencial químico del agua es una expresión cuantitativa de la energía libre asociada al agua. En termodinámica, la energía libre representa el potencial para realizar trabajo. Es importante destacar que el potencial químico es una cantidad relativa: se expresa como la diferencia entre el potencial de una sustancia en un estado determinado y el potencial de la misma sustancia en un estado de referencia. Las unidades de potencial químico son energía por mol de sustancia (J mol-1). 

Por razones históricas, los fisiólogos vegetales suelen utilizar un parámetro relacionado denominado potencial hídrico, que es el potencial químico del agua dividido por el volumen parcial molal del agua (el volumen de 1 mol de agua): 18 x 10-6 m3 mol-1 . El potencial hídrico (Ψw) es una medida de la energía libre del agua por unidad de volumen (J m-3). Estas unidades son equivalentes a las unidades de presión como el pascal, que es la unidad de medida común para el potencial hídrico. 
1 J.m-3 = 1 Pa; 106 Pa = 1Mpa; 1 MPa = 10 bares

1 bar= 0,9869 atmósferas; 1 bar= 105 N.m-2 = 105 Pa = 100 J.Kg-1

El concepto de potencial hídrico tiene dos implicaciones principales. En primer lugar, el potencial hídrico impulsa el transporte a través de las membranas celulares. Y en segundo lugar, el potencial hídrico se usa con frecuencia como una medida del estado hídrico de una planta. Debido a las pérdidas de agua por transpiración, las plantas rara vez están completamente hidratadas. El déficit de agua provoca entre otros efectos perjudiciales, la inhibición del crecimiento vegetal y de la fotosíntesis. 

Las hojas de plantas bien regadas tienen valores de Ψw del orden de -0,2 a -1,0 MPa, mientras que las hojas de plantas de climas áridos tienen valores muy inferiores de -2 a -5 MPa bajo condiciones extremas. Puesto que el transporte de agua es un proceso pasivo, las plantas solo pueden incorporar agua cuando el valor de Ψw de la planta es inferior al Ψw del suelo. A medida que el suelo se seca, la planta se deshidrata (alcanza un Ψw menor). Si no fuera así, el suelo comenzaría a extraer agua de la planta.


En esta práctica llevaremos a cabo la medida del potencial hídrico de dos maneras sencillas:


A) Método Gravimétrico (cambio en peso del tejido)


B) Método de la cámara de presión
MATERIALES

Sacabocados

Cuchillos

Soluciones de sacarosa de las siguientes molalidades: 0,00; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30; 0,35; 0,40; 0,45; 0,50 m
Recipientes (20)

Balanza de precisión

Regla

Papel de aluminio

Cámara de presión
PROCEDIMIENTO
A) Método gravimétrico


Preparar 10 recipientes con 30 mL de cada una de las soluciones de sacarosa indicadas anteriormente.


Con ayuda del sacabocados obtener 20 cilindros de patata (lavada, pelada y que no contenga capas suberificadas) de 3 cm de longitud  y 1 cm de diámetro.


Pesar los pares de cilindros (tan rápido como sea posible para que no se sequen) y anotar el peso fresco, que será el peso inicial. Inmediatamente después, se coloca cada par de cilindros en los recipientes que contienen las distintas soluciones de sacarosa. Cubrir los recipientes con papel de aluminio y dejar durante 24 h en la nevera (4º C). Transcurrido este tiempo, sacar los trozos de patata de las soluciones, colocarlos rápidamente entre papeles de filtro y determinar el peso fresco final. Para cada par de cilindros calcular el incremento de peso y colocar los resultados en la tabla. Calcular también el % del cambio de peso según la formula:


       peso final - peso inicial 

% del cambio de peso =




x 100







peso inicial


Una vez obtenidos los valores, construir la gráfica correspondiente, colocando en ordenadas cambio de peso (en mg o en %) y en abscisas la molalidad de la solución. Calcular el potencial osmótico a partir de la fórmula para la solución en que no hubo cambio de peso, o bien, extrapolar de la gráfica la concentración en la que no lo habría si es que no se corresponde con ninguna de las ensayadas.

          (s = - C i R T 

donde: 

                      C = Concentración de la solución (molalidad, es decir mol kg-1)
                       i = constante de ionización  (para la sacarosa, i=1)
                      T = temperatura en º K = (º C + 273)
                      R = constante de los gases 

R =8,31451 J. mol-1.ºK-1=0,082 atmósferas.L.mol-1.ºK-1= 0,0083 kg.MPa.mol-1.ºK-1

Una vez calculado uno de los potenciales osmóticos si nos interesa calcular los demás lo podemos hacer a partir de la fórmula:

        C1/(s1 = C2/(s2
TABLA DE RESULTADOS
──────────────────────────────────────────────────molalidad 
    Peso inicial 
   Peso final 

(Peso

 %(Peso  ──────────────────────────────────────────────────

0,00                                                            

0,10

0,15 

0,20

0,25

0,30

0,35

0,40

0,45

0,50

──────────────────────────────────────────────────
REPRESENTACIÓN GRÁFICA
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Potencial hídrico del tejido (() =
B) Método de la cámara de presión
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La cámara de presión sirve para estimar de una forma relativamente rápida el potencial hídrico de piezas de tejido grandes como hojas y tallos pequeños. Este método fue usado por primera vez por Henry Dixon en el Trinity College de Dublín a comienzos del siglo XX, pero su uso no se universalizó hasta que P. Scholander y colaboradores mejoraron el diseño del instrumento y demostraron su uso práctico (Scholander et al. 1965). 

En esta técnica, se escinde de la planta el órgano que se va a medir y se sella parcialmente en una cámara de presión (ver figura de la página anterior). Antes de la escisión, la columna de agua en el xilema está bajo tensión. Cuando la columna de agua se rompe al escindir el órgano (es decir, se elimina su tensión haciendo que el potencial de presión sea cero), el agua es empujada rápidamente del xilema hacia dentro de las células que lo rodean por ósmosis. La superficie cortada consecuentemente aparece vacía y seca. Para hacer una medida, se presuriza la cámara con gas comprimido hasta que la distribución de agua entre las células vivas y los conductos de xilema vuelve a su estado inicial, el estado antes de escindir el órgano. Esto puede detectarse visualmente observando cuando el agua vuelve  al extremo cortado de los conductos del xilema. La presión necesitada para hacer volver el agua a su distribución inicial se llama presión de equilibrio y se detecta fácilmente por el cambio en la apariencia de la superficie cortada, la cual se humedece y aparece brillante. 

La cámara de presión es una herramienta para medir la tensión en el xilema. La presión de equilibrio medida es igual en magnitud pero de signo opuesto a la presión en el xilema (Ψp). Se puede calcular el potencial hídrico de la hoja sumando al Ψp y el Ψs del xilema. Para calcular el potencial osmótico (Ψs) del xilema se toma una muestra de la savia del xilema y se mide la osmolaridad en un osmómetro y a partir de este dato se calcula el Ψs. No obstante, normalmente los valores de Ψs del xilema son muy pequeños (‹ -0.1 MPa) comparados con las tensiones típicas de mediodía en el xilema (Ψp de –1 to –2 MPa). Por lo que, la corrección para el Ψs de la savia de xilema se omite frecuentemente. 























































