PRÁCTICA 2 
BIOENSAYO DE GIBERELINAS 

Los bioensayos son pruebas biológicas basadas en la actividad fisiológica que ejercen las fitohormonas (auxinas, giberelinas, etc) que permiten establecer una relación entre la dosis de fitohormona y la respuesta fisiológica. Se realizan usando una planta completa o una parte de la misma, bajo unas condiciones controladas, de forma que puedan repetirse y así poder establecer una relación tanto cualitativa como cuantitativa, entre la fitohormona y la respuesta fisiológica que produce.


En general las condiciones requeridas para un bioensayo son: especificidad, sensibilidad, sencillez y ausencia de interferencias. Las tres primeras condiciones son imprescindibles, la última puede a veces no cumplirse. Las interferencias de tipo endógeno son difíciles de evitar (estado de desarrollo del material vegetal, interacción de la fitohormona ensayada con otras, etc.).


Los bioensayos son útiles como detectores específicos de la actividad del extracto inicial y de las muestras del proceso de purificación. Sin embargo, no son un método fiable de cuantificación de ninguna fitohormona. Los más utilizados son los basados en medir el crecimiento en longitud de un tejido u órgano (segmento de tallo, coleóptilo, segmento de raíz, etc.). La respuesta que se mide en estos ensayos, incremento en longitud, es proporcional al logaritmo de la concentración de fitohormona.

OBJETIVO
Determinar el efecto de distintas concentraciones de ácido giberélico (GA3) en la elongación del hipocótilo de lechuga (Lactuca sativa var. batavia).

MATERIALES
6 placas petri

Semillas de lechuga (var. batavia)

Pipetas: 0,5; 2; 5 y 10 mL

Regla

Papel de filtro

Tijera

Agua destilada 
Solución de ácido giberélico (20 mg/L): 20 mg de ácido giberélico se disuelven en 1 ml de etanol 95%, y una vez que la solución está absolutamente transparente se añade agua destilada hasta 1000 ml.
PROCEDIMIENTO


En una placa petri con papel de filtro y 10 mL de agua destilada, se siembran semillas de lechuga que permanecen en oscuridad a 25 ºC hasta que las radículas alcancen 6-8 mm de longitud (aproximadamente 2 días). Poner semillas en exceso para poder seleccionar plántulas uniformes.


A partir de una solución de ácido giberélico 20 mg/L, preparar 10 mL de las siguientes concentraciones: 10,1, 0.1 y 0.01 mg/L.


En 6 placas petri con discos de papel de filtro, poner 10 mL de cada una de las concentraciones de ácido giberélico (la placa 6ª se utiliza como control y se ponen 10 mL de agua destilada). Colocar 10 plántulas de lechuga de longitud radicular similar (aproximadamente de 6-8 mm) en cada placa y dejarlas bajo luz difusa durante 7 días.

Al cabo de este tiempo medir la longitud de los hipocótilos y representar los resultados (medias de los distintos grupos para cada tratamiento) frente al logaritmo de las concentraciones de GA3 ensayadas. 

RESULTADOS
	GA3 µg/ml
	Longitud de los hipocótilos (mm)
	Media
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REPRESENTAR GRÁFICAMENTE LOS RESULTADOS OBTENIDOS
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Preparación de soluciones de fitohormonas 

Las soluciones de fitohormonas se pueden preparar a peso/volumen o también en concentraciones de 1 mM, por lo que se adjuntan también sus pesos moleculares (pm) y entre paréntesis el peso en volumen equivalente a una solución 1 mM.
Compuesto



Abreviatura

pm (p / v, 1 mM)
Auxinas:

· ácido indol-3-acético

AIA

175.2
(5,62 mg/25 ml)

· ácido indolbutírico


AIB

203.2
(5,08 mg/25 ml)

· ácido 1 - naftalenacético

ANA

186.2
(4,65 mg/25 ml)

· ácido 2,4-diclorofenoxiacético
2,4-D

221
(5,75 mg/25 ml)

Elaboración: disolver la auxina en 5 ml de etanol 95% o en 5 ml de KOH o NaOH 1 M, agitar, calentar suavemente, añadir agua gradualmente hasta 25 ml utilizando un matraz aforado.
Citoquininas
· benciladenina

BA


225.2
(5,62 mg/25 ml)

· isopenteniladenina
2 - iP


203.2
(5,07 mg/25 ml)

· kinetina


Kin


215
(5,37 mg/25 ml)

· zeatina


Zea


219
(5,47 mg/25 ml)

Elaboración: disolver la citoquinina en 5 ml de HCl 0,5 N, calentar suavemente, añadir agua hasta 25 ml utilizando un matraz aforado.
Otros
· ácido abscísico


ABA


264

Elaboración: disolver en 2-3 ml de NaOH 1 N, enrasar al volumen final con agua y, ajustar el pH a 5.
· ácido giberélico


GA


364.4

Elaboración: disolver en etanol 95% o en agua.

PRÁCTICA 7

MODO DE ACCIÓN DE HERBICIDAS BIPIRIDILO: PARAQUAT 
Helena Fernández, Rebeca Fernández, Virginia Menéndez y Marcos Viejo

El empleo de preparados químicos para la destrucción de malas hierbas aumenta cada vez más. Un herbicida es un compuesto que interacciona o bloquea alguna función vital de la planta llevándola, en última instancia, a la muerte.

Existe una gran variedad de herbicidas y su clasificación se hace en función del fin perseguido, del modo de acción o del modo de aplicación. Entre ellos el Paraquat es de los más usados: es de rápida acción, no selectivo, y mata hierbas, maleza y tejido al contacto.
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Paraquat (Dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo)
OBJETIVO

Determinar el efecto del Paraquat en plantas jóvenes de Vicia faba expuestas a diferentes condiciones ambientales. 

MATERIALES

Semillas de Vicia faba
Macetas

Tierra

Solución 5 mL.L-1 de Paraquat (Cramoxone)

Tarros de vidrio

Tubos de cultivo

Papel de aluminio
Semillas de lechuga (var. batavia)

PROCEDIMIENTO

Experimento 1: Tomar plantas jóvenes de Vicia faba y sumergir sus raíces en la solución de Paraquat. La mirad de estas plantas se conservan en oscuridad, y la otra mitad a la luz. Las plantas iluminadas se marchitan rápidamente mientras que las mantenidas en oscuridad se mantienen turgentes incluso al cabo de 3-4 días.

Experimento 2: Tomar plantas jóvenes de Vicia faba, tapar alguna de sus hojas con papel de aluminio y plantarlas en macetas con tierra. En cada maceta se introduce un tubo de ensayo ancho con la solución de Paraquat, y en ella introducir una de las hojas bajas de la planta. Cuando se produzca el marchitamiento de la parte visible destapar las hojas cubiertas y observar la diferencia.


Experimento 3: Tomar discos de hoja de Vicia faba, y poner la mitad flotando en la solución del herbicida en un matraz erlenmeyer convenientemente tapado. La otra mitad en un kitasato con igual cantidad de herbicida, pero en el cual se practica vacío. Observar las diferencias en el tiempo.


Experimento 4: Tomar dos plántulas de Vicia faba y colocarlas en dos macetas con tierra. Una de ellas se riega con el herbicida y la otra con agua. Observar las plántulas a lo largo del tiempo.

RESULTADOS

Observar los efectos producidos por el herbicida en las plantas sometidas a los distintos tratamientos y proponer un modo de acción.






















































