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PROBA PRACTICA (BIOLOGIA) (10,0 p.)
Fiziologia celulei vegetale

Cititi cu atentie instructiunile de lucru cu microscopul optic si protocolul. Daca aveti intrebari sau
anumite lucruri nu va sunt clare, solicitati ajutorul asistentului de laborator inainte de a Tncepe proba
practica.

Instructiuni de lucru cu microscopul optic:

1. se conecteaza iluminarea sau se orienteaza lumina cu ajutorul oglinzii;

se roteste sistemul obiectiv si se aduce in axul optic obiectivul 10x sau 8x;

3. privind prin oculare se ridica sau se coboara condensorul pentru o iluminare optima si corecta a
preparatului. Daca se doreste o iluminare mai buna, se ridica condensorul, iar daca iluminarea este
prea puternica se coboard condensorul. Cu cat obiectivul folosit este mai mare, cu atat va trebui
ridicat mai mult condensorul pentru a avea iluminarea adecvata. Initial, folosindu-se obiectivul de
10x este suficienta o pozitie la 1 cm sub masuta;

4. lama cu preparatul biologic se asaza pe masuta microscopului si se fixeaza cu ajutorul valetilor;

5. se priveste din lateral si se coboara cu ajutorul macrovizei tubul microscopului cat se poate de
mult si se opreste aproximativ la 1 cm de masuta;

6. apoi, se priveste prin oculare, folosind tot macroviza, se ridica tubul microscopului pana cand se
obtine o imagine clara si colorata, iar pentru punerea la punct de finete se utilizeaza microviza;

7. din acest moment se poate examina cu obiectivul de 20x/40x;

8. Atentie! Obiectivul de 20x/40x este folosit pentru examinarea preparatului doar daca s-a obtinut o
imagine foarte clard cu obiectivul de 10x. Dupa obtinerea acestei imagini, nu_se foloseste
macroviza (doar in cazuri rare se foloseste cu miscari foarte fine, milimetrice), deoarece existd
riscul de a sparge lama !

9. se aduce in axul optic obiectivul de 20x sau 40x;

10. imaginea se ajusteaza folosind doar microviza;

11. dupa utilizarea microscopului, se scoate lama de pe masuta, in ax se readuce obiectivul de 10x, se
deconecteaza de la priza (daca e necesar) si se acopera cu husa de protectie.

N

Partile componente ale microscopului optic:

1.Coloana microscopului

2.Piciorul / soclul

3.Masuta microscopului

4. Macroviza

5. Microviza

6. Surub de deplasare antero-posterioara
a masutei/probei

7. Surub de deplasare laterala a
masutei/probei

8. Surubul condensorului (deplasari sus-
jos)

9. Ocular

10. Port-ocular

11. Suport tip revolver pentru obiective
12. Obiective

13. Preparat biologic

14. Condensor

15. Diafragma

16. Lampa neon
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Protocol de lucru

Experienta nr.1
Studierea efectului cationilor asupra vascozititii citoplasmei celulelor vegetale.

Vascozitatea citoplasmei este unul dintre cei mai importanti indicatori ai starii fizico-chimice a
citoplasmei, caracterizand potentialul adaptiv al plantei. Vascozitatea citoplasmei depinde de asemenea
de specie, ecotip, varsta organului si de faza ontogenezei plantei. Una dintre cele mai simple metode
de determinare a vascozitatii citoplasmei este determinarea timpului de plasmoliza. Plasmoliza
reprezintd pierderea prin osmoza a apei de cdtre vacuole si celula vegetald in ansamblu, in prezenta
unei solutii hipertonice extracelulare. Ca rezultat are loc contractarea Citoplasmei si desprinderea, pe
suprafete mai mici sau mai mari, a membranei plasmatice de peretii celulozici rigizi. Timpul de
plasmoliza este intervalul de timp de la imersarea celulelor intr-o solutie hipertonica pana la aparitia
plasmolizei convexe la mai mult de jumatate din celulele din cAmpul vizual al microscopului. Timpul
de plasmoliza depinde in mod direct de vascozitatea citoplasmei. Cu cét vascozitatea citoplasmei este
mai mica, cu atat timpul de plasmoliza este mai mic.

Scopul experientei este de a investiga influenta diferitor cationi (K", Na* u Ca®") asupra vascozittii
citoplasmei folosind in calitate de martor pozitiv zaharoza.

Fig. 3.1 Etapele plasmolizei
A — plasmoliza incipientd, B — plasmoliza concava, C — plasmoliza convexa

A. Materiale si ustensile:

- Bulb de ceapa (Allium cepa L.)

- lame, lamele, hartie de filtru, pipete Pasteur, penseta, ace, bisturiu, baghetd de sticla, arzator
bunsen, microscop

- apadistilata (H,Oq)

- solutie de zaharoza 1 M, (C12H22011, 1 M)

- solutie de azotat de potasiu 1 M, (KNO3, 1 M)

- solutie de azotat de sodiu 1 M, (NaNOs, 1 M)

- solutie de azotat de calciu 0.7 M, (Ca(NO3),, 1 M)

. Mersul lucrarii:

B
1. Luati o lama, inlaturati impuritatile cu ajutorul hartiei de filtru, sterilizati lama la flacara.
2. Folosind pipeta Pasteur picurati pe lama o picatura de apa distilata.

3

Luati ceapa. Taiati-o longitudinal si indepartati foitele exterioare. Detasati o foitd carnoasa din
bulbul de ceapa. Folosind bisturiul si penseta detasati o portiune mica din epiderma superioara (5-
10 mm).

4. Plasati o portiune mica de epiderma 1n picatura de apa de pe lama si acoperiti-0 cu o lameld evitand
formarea bulelor de aer sub aceasta. Solutia trebuie sa umple tot spatiul de sub lamela si sd nu
depaseasca limitele lamelei.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Asteptati 1-2 min. si examinati preparatul la microscopul optic utilizind obiective cu diferita
putere de marire (initial 10X, dupa care 20x).

N.B! Citoplasma celulelor la microscop trebuie si fie colorati in roz. Pentru aceasta
asigurati-va ca ati luat si stratul de celule din epiderma care contine antociani.

Chemati asistentul pentru a verifica preparatul vizualizat la obiectivul 20X si a semna in caseta de
la punctul 3.1 din Foaia de raspunsuri.

Reproduceti imaginea vazuta la microscop in spatiul rezervat la p. 3.2 din Foaia de raspunsuri.
Realizati sarcina 3.3 din Foaia de raspunsuri.

Luati o lama noua, inlaturati impuritatile cu ajutorul hartiei de filtru, sterilizati lama la flacara.
Picurati pe lama o picatura de zaharoza 1 M (C1,H2,011, 1 M).

Detasati o portiune noud de epiderma, plasati-o In picatura de zaharoza de pe lama si acoperiti-0 cu
o lamela. Notati timpul plasarii epidermei in solutia de zaharozad in rubrica corespunzétoare din
Tabelul de la p. 3.4 In Foaia de raspunsuri.

Asteptati 5 minute si examinati preparatul la microscopul optic utilizand obiectivul 10x.

N.B! asigurati-vi ci portiunea cercetati din preparat contine un strat de celule cu citoplasma
colorata in roz. Dupa ce ati identificat portiunea respectiva nu mai deplasati preparatul.

Notati in Tabelul de la p. 3.4 tipul de plasmoliza evidentiat la mai mult de 50 % din celulele
vazute in cdmpul vizual.

Examinati preparatul (acelasi cimp vizual) la microscop dupa 10, 15 si 20 minute de la imersarea
epidermei in solutia de zaharoza. Notati in Tabelul de la p. 3.4 tipul de plasmoliza evidentiat la
mai mult de 50 % din celulele examinate in cdmpul vizual

N.B.! preparatul temporar se poate usca. Daca este necesar adiugati o picatura de solutie,
absorbind-o sub lamela.

Reproduceti doar pentru solutia de zaharoza imaginea vazuta la microscop dupa expirarea a 5, 10,
15 si 20 min. de la imersarea epidermei in solutia de zaharoza, in spatiul rezervat de la p. 3.5 din
Foaia de raspunsuri.

Repetati pasii 9-13 folosind pe rand solutiile de azotat de potasiu 1 M, (KNOs, 1 M), azotat de
sodiu 1 M, (NaNOs, 1 M), azotat de calciu 0.7 M, (Ca(NOgs),, 1 M).

Realizati sarcina 3.6 din Foaia de rispunsuri.
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