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Introduccion

El presente manual de laboratorio, responde a las necesidades de llevar a la practica los temas considerados en la Unidad de
Enserianza aprendizaje (UEA): Estructura y Funcion Celular Il (clave 2341093), la cual comprende 4 h de teoria y 3 h de sesion
practica por semana. Dicha UEA es de tipo obligatorio para las licenciaturas de Biologfa Experimental, Biologia e Hidrobiologia y
optativa para las otras licenciaturas de la Unidad Iztapalapa y aprobada por el Colegio Académico de la UAM, en su sesion 344
del 13 de Abril del 2012.

Las diez practicas de laboratorio del presente manual, cubren en un 100% los temas tedricos de esta UEA, se han realizado y
probado en los laboratorios de la DCBS, de la UAM-Iztapalapa y permiten la participacion activa de los alumnos para reforzar los
conocimientos vistos en la clase tedrica.

Practica 1. Permeabilidad celular

La permeabilidad selectiva de la membrana plasmética juega un papel fundamental en las células, ya que el intercambio de
sustancias entre ésta y el medio es esencial para el funcionamiento adecuado y homeostasis celular. En esta practica se presentan
2 modelos de membrana, uno in vivo y otro in vitro, que permitird al alumno darse cuenta de cdmo acttian dindmicamente las
membranas, tanto microscpica (eritrocitos) como macroscopicamente (condon de latex).

Practica 2. Obtencion y caracterizacion de colagena

Las coldgenas forman parte de la familia de las proteinas fibrosas de la matriz extracelular, su principal funcion es la de soporte
estructural y celular. Por ello la importancia bioldgica de la coldgena es muy significativa y en esta sesion prdctica el procedimiento
que se plantea para la extraccion de esta proteina es muy sencillo a partir de crestas de pollo. Debido al alto contenido de prolina
que contiene la coldgena en su estructura es posible identificarla por una reaccion colorida.

Practica 3. Glucocalix

Permite de una manera rapida y sencilla, determinar el tipo sanguineo de cada uno de los alumnos, al observar una respuesta
positiva mediante la aglutinacion de células sanguineas al reaccionar con antisueros, A, B, o D. Esta aglutinacion es el resultado
de la interaccion que ocurre entre los antigenos de membrana que forman el glucocalix y que son especificos de cada persona
y los sueros agregados.

Practica 4. Pared celular

Con esta prdctica el alumno tendrd una ensefianza activa, participativa e individualizada, donde ademés de promoverse el méto-
do cientifico aplicard un espiritu critico. También aprenderé cuales son los componentes de la pared celular en células vegetales,
asi como su papel y funcionalidad tanto en tejidos desarrollados (como el caso de epidermis de cebolla) o en tejidos de tipo
meristematicos (raiz de frijol 0 haba) mostrando el desarrollo de esta estructura desde sus diferentes estadios.

Practica 5. Respiracion mitocondrial

Esta prdctica tiene como finalidad fundamental promover el aprendizaje de forma significativa, ya que en ella se pueden integrar
aspectos de ciencia bésica y el método cientifico. El estudio de la respiracién mitocondrial es fundamental ya que es un proceso
indispensable para la sintesis de energia necesaria para la supervivencia celular, permitiendo que los alumnos visualicen las
consecuencias al haber un mal funcionamiento en algunos de los complejos proteinicos que conforman la cadena respiratoria
y la fosforilacion oxidativa, los cuales tienen un papel importante en la funcionalidad de drganos y tejidos de los organismos.
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Practica 6. Extraccion de los pigmentos en tejido vegetal y su separacion cromatografica

El objetivo de esta practica es el de fomentar la ensefianza y conocimiento en ciencia bésica. La prdctica permite que los alumnos
adquieran el conocimiento y observen mediante la cromatografia en papel la presencia de los diferentes pigmentos fotosintéticos
en el tejido vegetal, los cuales estan encargados de la captacion de la energia solar, ya que la fotosintesis es el principal medio
de fijacion de carbono v la principal fuente de oxigeno en la atmdsfera terrestre.

Practica 7. Fotosintesis

En la fase luminosa de la fotosintesis, se utiliza la luz para generar ATP y reducir al NADP* a NADPH, que son empleados en la
fase oscura (ciclo de Calvin) para fijar CO, y producir glucosa. Ademds, se produce O, como subproducto de la fotolisis del agua
en la cadena de transporte de electrones que ocurre en el cloroplasto de las células del mesdfilo de las hojas verdes.

Practica 8. Obtencion y determinacion cuantitativa del acido desoxirribonucleico

La molécula de dcido desoxirribonucleico (DNA) contiene toda la informacion genética de un organismo. Esta molécula estd
constituida por dos largas cadenas polinucleotidicas antiparalelas unidas entre si formando una doble hélice que se mantienen
unidas por puentes de hidrogeno al aparearse por la complementaridad entre las bases nitrogenadas. La extraccion de DNA de
higado de pollo es a través de una técnica sencilla. Las desoxipentosas presentes en la estructura del DNA, permiten estimar su
contenido mediante una reaccion colorida.

Practica 9. Mitosis

La mitosis es el proceso de division de las células somaticas ya sea de tipo vegetal o animal, en el cual a partir de una célula
madre se producen dos células hijas idénticas en cantidad y tipo de DNA. En esta practica se toma como modelo estudiar las
diferentes fases de la mitosis en células de tipo vegetal, en el meristemo apical de raiz de cebolla, haba, frijol u otra semilla que
se disponga. Mediante el uso de un agente mitostético es posible incrementar la probabilidad de observar células y cromosomas
en metafase, en comparacion a células en interfase.

Practica 10. Meiosis en célula vegetal

La meiosis es el proceso de division de las células germinales ya sea de tipo vegetal o animal, en el cual a partir de una célula
madre se producen cuatro células hijas conteniendo la mitad del material genético. El modelo que se utilizard son botones flora-
les de plantas en primeras etapas de desarrollo, debido a su facil disponibilidad se sugiere hacerlo en el género Gibasis u otras
accesibles. En esta practica, al emplear las anteras inmaduras es posible obtener células que se encuentran realizando alguna de
las 2 divisiones meidticas, las que pueden presentar 2 nticleos o bien formar tétradas, asi como observar sus cromosomas en las
diferentes fases: profase, metafase, anafase o telofase.

6 Introduccién
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Normas de seguridad en el laboratorio

El laboratorio es un lugar donde se manipulan una gran cantidad y variedad de productos peligrosos. Con el fin de evitar acci-
dentes como incendios, explosiones, intoxicaciones y quemaduras, se han establecido una serie de normas bésicas de seguridad
y precaucion para evitar riesgos.

Es obligatorio el uso de bata y lentes de seguridad.

Al realizar cada una de las practicas, el alumno debe estar informado de las medidas de seguridad, asi como del manejo y
toxicidad de los reactivos.

Es preciso identificar en el lugar, la localizacidn de los extinguidores, las regaderas y las salidas de emergencia del laboratorio.
Queda prohibido fumar e ingerir alimentos y bebidas dentro del laboratorio.

Debe revisarse el material de vidrio para comprobar posibles fisuras, especialmente antes de su uso.

Asegurar el enfriamiento del material que se ha calentado antes de sujetarlo con la mano.

Queda prohibida la visita de personas ajenas a la practica que se realiza.

La transferencia de un liquido con pipeta nunca ha de realizarse succionando con la boca, sino que deberé utilizar perilla de
hule.

Los productos y reactivos quimicos que puedan desprender vapores toxicos o corrosivos, deben ser manipulados en las
campanas extractoras y los solventes organicos nunca cerca de una flama.

No dejar en las mesas de laboratorio frascos destapados. Muchas sustancias liquidas (alcohol, éter, cloroformo, amoniaco,
etc.) emiten vapores toxicos.

Lavarse siempre las manos después de realizar la préctica y antes de salir del laboratorio.

Es imprescindible el uso de guantes cuando se manipulan sustancias toxicas o biolégicas, y recomendable cuando se trabaja
con sustancias corrosivas e irritantes. Cualquier quemadura con dcido, o base, requiere que se ponga la parte afectada bajo
el chorro de agua fria durante 15 minutos y comunicarlo de inmediato al profesor.

En el laboratorio existen contenedores debidamente etiquetados donde se introduciran en su caso, los residuos generados
ya sean quimicos o bioldgicos, para ser inactivados o incinerados.

En caso de tener que evacuar el laboratorio, cerrar la llave del gas y salir de forma ordenada siguiendo en todo momento las
instrucciones que haya impartido el profesor.
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Practica 1

Permeabilidad celular

Introduccion

Para llevar a cabo las reacciones quimicas necesarias en el mantenimiento de la vida, la célula necesita mantener un medio
interno apropiado. Esto es posible porque las células se encuentran separadas del mundo exterior por una barrera limitante,
la membrana plasmatica. Ademés, la presencia de membranas internas en las células eucariotas proporciona compartimientos
adicionales que limitan ambientes tinicos en los que se llevan a cabo funciones altamente especificas, necesarias para la super-
vivencia celular.

El papel fundamental de las membranas es asegurar la separacién metabolica y quimica permitiendo que haya una compo-
sicion distinta a concentraciones diferentes en los espacios delimitados. Por otra parte, es importante sefialar que no se pueden
construir barreras impermeables absolutas, porque la vida celular y el funcionamiento de los organelos requieren intercambios
continuos y controlados de materia, energfa e informacion.

Estas membranas bioldgicas estdn compuestas por proteinas asociadas a una matriz constituida por una bicapa lipidica. Sus
fracciones lipidicas consisten en mezclas complejas que varian segtin el origen de las membranas.

La principal caracteristica de la membrana plasmética es su permeabilidad selectiva, lo que le permite seleccionar las molé-
culas que deben entrar y salir de la célula. De esta forma se mantiene estable el medio intracelular, regulando el paso de agua,
iones y metabolitos, a la vez que mantiene el potencial electroquimico.

Moléculas W

hidrofébicas m&

y gases. Wm
3

Moléculas pequenas
e

con carga.

Moléculas grandes ,Wm

con carga.

lones.
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Asi mismo, las membranas semipermeables presentan el fenémeno en el que se produce el paso o difusion de un disolvente
a través de una membrana semipermeable (permite el paso de disolvente pero no de solutos) desde la disolucién mas diluida
a la mas concentrada. Los medios acuosos separados por una membrana semipermeable pueden tener diferentes concentra-
ciones, y se denominan:

« Hipertonicos: son los que poseen una elevada concentracion de solutos con respecto a otros en los que la concentracion es
inferior.

« Hipotonicos: son los que contienen una concentracion de solutos baja con respecto a otros que la poseen superior.

« Isoténicos: son los que poseen una concentracion de solutos igual a la concentracion interna de la célula.

Objetivo general

o QObservar el comportamiento de las diferentes membranas biologicas y no biolégicas en relacion a su permeabilidad a dis-
tintos medios acuosos.

Objetivos particulares

o Observar el comportamiento de las células vegetales y animales frente a medios a acuosos con diferente concentracidn de
soluto.

o Observar el fendmeno de la permeabilidad en una membrana artificial.
Hipotesis

Generada por el estudiante.

Material y equipo

Material por equipo

1 Vaso de precipitados de 500 mL.
1 Microscopio de campo claro.

3 Vidrios de reloj.

Papel seda.

Lanceta.

3 Pipetas Pasteur.

1 Piceta con etanol.

1 caja de portaobjetos.

1 caja de cubreobjetos.

Proporcionado por el alumno
Etiquetas adheribles.

Hilo.

Condon (distinta marca por equipo).
Elodea.

Algodon.

10 Practica 1. Permeabilidad celular



Estructura y Funcion Celular 11

Reactivos

Fenolftaleina.

Yodo.

Yoduro de potasio.
Alcohol etilico.
Hidroxido de amonio.
Almidén.

Nadl.

Soluciones

NaCl 0.15 M (5 mL).
NaCl 0.075 M (5 mL).
NaCl 0.3 M (5 mL).

Lugol: disolver 1 g de yodo y 2 g de yoduro de potasio en 25 mL de agua destilada, cuando se haya disuelto completamente
agregar 75 mL de agua destilada para obtener 100 mL.

Fenolftaleina (1% P/V). Pesar 1 g de fenolftaleina y disolver en 50 mL de alcohol etilico, y aforar a 100 mL con agua destilada.

Almidon con hidréxido de amonio. Pesar 100 ¢ de almidon y agregarlos a 450 mL de agua destilada y adicionar 50 ml de
hidréxido de amonio.

Procedimiento experimental

A. Membranas bioldgicas (estudio microscépico)

Células animales.

Nota: La obtencién de la muestra biologica (sangre) deberd realizarse bajo las condiciones de higiene y seguridad que implican

el manejar material biologico: trabajar en un area limpia y especifica, no tener contacto directo con la muestra bioldgica,
todos los materiales de desecho que contengan sangre (algoddn, lanceta, papel, palillos de madera, etc.) deberdn ser
depositados en un contenedor especial para ser incinerados.

Con una lanceta estéril picar la yema del dedo anular y depositar una gota de sangre en un vidrio de reloj perfectamente
limpio y etiquetado que contenga 2 mL de la solucion de NaCl 0.15 M, dejar reposar durante un minuto.

Con ayuda de una pipeta Pasteur colocar una gota de esta suspensién celular en un portaobjetos, después colocar un cu-
breobjetos y observar al microscopio. Enfocar con el objetivo de 10X, pasar al objetivo de 40X, y finalmente al de 100X para
hacer observaciones.

Repetir el mismo procedimiento con la solucion de NaCl 0.075 M, y con la de 0.3 M.
Obtener fotografias y/o realizar las representaciones en cada aumento.
Células vegetales.

En un vidrio de reloj que contenga 2 mL de la solucién de cloruro de sodio 0.15 M, depositar una hoja de elodea y dejarla
reposar de 2 a 3 min. Posteriormente colocar la hoja en un portaobjetos, poner un cubreobjetos y observar al microscopio.

Repetir el mismo procedimiento con la solucion de NaCl 0.075 M, y con la de 0.3 M.

Obtener fotografias y/o realizar las representaciones en cada aumento.
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B. Membrana artificial (estudio macroscdpico)
1. Lavar el conddn con agua de la llave y luego, con agua destilada.

2. Agregar 25 mL de la solucidn de almidén con hidréxido de amonio dentro del conddn y cerrar con un hilo (Realizar en
campana de extraccion).

3. Colocar el condén dentro de un vaso de precipitado de 500 mL que contenga 2 /3 de agua destilada y 5 gotas de fenolfta-
leina durante 30 minutos. Observar si cambia el color del agua.

4. Abrir el conddn y agregar 4 gotas de la solucion de lugol, observar si cambia el color de la solucion de almidén.

5. Agregar 4 gotas de lugol al agua del vaso de precipitado y comparar con la coloracion observada en el punto anterior.

Resultados
1. Esquematizar el comportamiento de las células animal y vegetal frente a las diferentes concentraciones de NaCl.

2. De acuerdo a las observaciones, elaborar una tabla donde se indique el tipo celular, la concentracion salina a la que estuvo
expuesta y las caracteristicas que se observan en ellas.

3. Indicar los cambios observados en el agua del vaso de precipitado y en la solucién dentro del condon.

Analisis de resultados
Nota: Con base en sus resultados y tomando como guia los siguientes enunciados, redacte la discusion de la practica:
o Decir cudl fue el propésito al colocar las células en una solucion isotdnica.

« Mencionar las diferencias observadas entre las células animal y vegetal en presencia de la solucidn hipotdnica e hiperténica
y explicar el mecanismo implicado en los cambios morfolégicos.

« Senalar cudles substancias utilizadas (almidon, hidroxido de amonio y fenolftaleina) atravesaron la membrana de latex del
condon y como se demostrd que ocurrio.

12 Practica 1. Permeabilidad celular
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Conclusion generada por el estudiante

Cuestionario Previo
1. Mencionar, qué es una solucién isotonica, hipotonica e hiperténica y qué efecto tienen en las células.
2. Mencionar qué es y cudl es la funcion de los siguientes componentes:

a.  Almidon.

b. Hidroxido de amonio.

¢ Lugol.

d. Fenolftaleina.

Bibliografia

20 Alberts B, Johnson A, Lewis J, Raff M, Roberts K, Walter P. 2008. Biologia Molecular de la célula. 52 ed. Omega. Espania.
L) Becker WM, Kleinsmith LJ, Hardin J y Bertoni P. 2009. The world of the cell. Seventh ed. The Benjamin/Cummings. USA.
L1 Karp G. 2009. Biologia Celular y Molecular: conceptos y experimentos. McGraw Hill. México.

L1 Lodish HF, Berk A, Matsudaira P, Kaiser M, Krieger M, Scott MP, Zipursky SI y Carmel JE. 2005. Biologfa Celular y Molecular. 52
ed. Médica Panamericana. México.
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Practica 2

Obtencidn y caracterizacion de coldgena

Introduccion

La coldgena es la proteina mds abundante del organismo y el componente bésico de la piel, huesos, ligamentos, tendones y
cartilagos. Su principal funcion es proporcionar integridad estructural, como parte de la matriz extracelular.

Se conocen aproximadamente 28 tipos de coldgenas que se diferencian en su secuencia de aminodcidos y sus diferentes
funciones. De acuerdo a la forma en que se agregan, se han clasificado como fibrilares |, Il, III, V'y XI'y no fibrilares VI, VI, VIII, y X.

Como todas las proteinas, la coldgena estd constituida por cadenas de residuos de aminoécidos, y posee dos caracteristicas
que la hacen dnica:

a) Su composicion presenta un alto contenido de los aminodcidos glicina y prolina, siendo la Unica proteina que puede tener
las formas hidroxiladas de la prolina y la lisina.

b) La coldgena es una proteina fibrilar, con una estructura muy larga y compleja.

) Seforma a partir de dos cadenas a1y una a2, que se enrollan y se enlazan formando la llamada triple hélice de tropocoldgeno.

Los tropocoldgenos se enlazan por sus extremos, formando largas hileras que, a su vez, se alinean paralelamente uniéndose para
formar las microfibrillas, que son estabilizadas por puentes de hidrogeno, entre las hidroxiprolinas.

Estas microfibrillas también se alinean y se unen en paralelo para formar las fibrillas, las cuales dan origen a las fibras. Son
estas fibras de coldgena las que aportan su gran resistencia y elasticidad a los tejidos.

Cuando la coldgena se somete a un tratamiento con acidos, estas estructuras en paralelo se van desmontando hasta que las
triples hélices se desenrollan y se rompen parcialmente, dando lugar al hidrolizado de coldgena. Por lo tanto, la extraccién de la
coldgena se puede realizar a partir de 4cidos débiles como el 4cido acético diluido.

Ademas, por el alto contenido de prolina e hidroxiprolina que presenta la coldgena en su estructura permite poder identifi-
carla mediante una reaccidn con ninhidrina. Todos los aminodcidos que poseen un grupo amino libre forman un producto color
azul o purpura cuando son calentados en presencia de ninhidrina y en el caso de la prolina, que estructuralmente no posee el
grupo amino libre, sino un grupo imino, la coloracion final es amarilla.

_—— X1

X1
— X 2

Representacion esquemaética de la triple hélice de la colagena.

Objetivo general

 Extraer la coldgena de cresta de pollo e identificarla por un método colorimétrico.

Objetivos Particulares
 Extraer la coldgena a partir de crestas de pollo.

o |dentificar a la coldgena mediante un método colorimétrico.
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Hipotesis
Generada por el estudiante.
Material y equipo

Material por equipo

1 Embudo.

1 Probeta de 50 mL.

2 Vasos de precipitados de 100 mL.
1 Vaso de precipitados de 250 mL.
1 Parrilla de calentamiento.

1 Centrifuga.

1 Bisturi.

1 Pinza.

2 Tubos de centrifuga de 50 mL.

1 Piceta con agua destilada.

1 Agitador magnético.

1 Espétula.

4 Tubos de ensayo de vidrio de16 x 150 mm.
2 Pipetas graduadas de 5 mL.

1 Pipeta graduada de 10 mL.

1 Pipeta graduada de 2 mL.

1 Gradilla.

1 Balanza de dos platos.

Material proporcionado por los alumnos
10 g de crestas de pollo.
4 Bolsas de gasa.

1 Papel aluminio.

Reactivos

« Etanol (CH,-CH,-OH).
 Hidroxido de sodio (NaOH).
« Adido acético (CH,-COOH).
e Cloruro de sodio (NaCl).

o Prolina.

o Acido glutamico.

16 Practica 2. Obtencion y caracterizacion de colagena
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Soluciones

e FEtanol al 20%. (250 mL).

o NaOH 2 M. (250 mL).

« Acdo acético 0.5 M. (250 mL).

e NaCl5M. (25 mL).

« Solucién de prolina al 0.5%, pH 6.0. (10 mL).

o Solucién de acido glutamico al 0.5%, pH 6.0. (10 mL).
« Reactivo de ninhidrina al 200 en acetona. (20 mL).

o Albtimina 10 mg/ml (10 mL).
Procedimiento Experimental

A. Extraccion de coldgena
1. Lavar las crestas de pollo con agua destilada y secarlas con gasa.

2. Pesar 10 g de crestas de pollo en un papel aluminio y tomarlas con la pinza para fragmentarlas en pequefios trozos con el
bisturi.

3. Colocarlas en un vaso de precipitados de 100 mL y agregarle 25 mL de etanol al 20%, poner en agitacidn constante por 10
min a temperatura ambiente.

R

Decantar y desechar el etanol con la ayuda de la espétula.

Adicionar a las crestas 25 mL de la solucién de NaOH 2M y dejar en agitacion por 10 min a temperatura ambiente.

ISAE

Decantar y desechar la solucion de NaOH con la ayuda de la espétula.

~

Anadir a las crestas 25 mL de 4cido acético 0.5 M y dejar en agitacion por 10 min a temperatura ambiente.

8. Filtrar a través de dos capas de gasa con ayuda del embudo de vidrio, recuperando el filtrado en un vaso de precipitados de
100 mL.

9. Adicionar al filtrado 2 mL de la solucion de NaCl 5M lentamente y transferirlo a un tubo de centrifuga.
10. Centrifugar a 3,000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente y desechar el sobrenadante.
11. Disolver el boton en 10 mL de agua destilada.

12. Tomar una alicuota de coldgena para realizar la identificacion.

B. Identificacion de la colagena

1. Disponer de una serie de tubos de ensayo y agregar los reactivos como se indica en la siguiente tabla.

Reactivos Tubo No.
1 2 3 4
Prolina (mL) 1.0 - - -
Acido glutémico (mL) - 1.0 _ .
Albdmina (mL) - - 1.0 -
Muestra de coldgena (mL) - - - 1.0
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2. Adicionar 0.5 mL del reactivo de ninhidrina a cada tubo y taparlo con papel aluminio.
3. Incubar todos los tubos en bario de agua hirviendo durante 2 minutos.

4. Dejar enfriar y observar que color se produjo en cada uno de los ensayos.

Resultados
1. Hacer una tabla de referencia de colores para cada una de las muestras.
2. Indicar si su muestra contiene coldgena.

3. Comparar el color obtenido en la muestra de coldgena con la de los aminoécidos y la albtimina.

Analisis de resultados
Nota: Recordar que los puntos que se dan a continuacion son una base para realizar el andlisis.
« Con base a las observaciones explicar a qué se debe el color obtenido en la muestra de coldgena y de la albimina.

« Indicar qué tipo de molécula es la ninhidrina y por qué se puede utilizar para identificar a la coldgena.
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Conclusion generada por el estudiante

Cuestionario Previo

1.

B S

Mencionar los elementos que constituyen a la matriz extracelular.
Investigar el papel fisioldgico de la coldgena.
Explicar cudl es la funcion del dcido acético en la técnica.

Describir la reaccion quimica entre la ninhidrina con el &cido glutémico y con la prolina.
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Practica 3

Glucocalix

Introduccion

El glucocdlix, se refiere a la zona que rodea a la célula que es rica en carbohidratos (oligosacdridos), llegando a representar de
2-10% del peso de la membrana. Los oligosacaridos se encuentran unidos a proteinas o lipidos de la membrana, formando
glucoproteinas con numerosas cadenas laterales de oligosacaridos, y glucolipidos, con tan sélo una.

La especificidad antigénica de una célula radica en los pequefos oligosacdridos que pueden estar ligados a una larga cadena
peptidica 0 a una esfingomielina, como la ceramida.

Las células sanguineas contienen un gran nimero de determinantes antigénicos, debido a los cuales es posible la clasifi-
cacion del grupo sanguineo. Las dos clasificaciones més importantes para describir grupos sanguineos en humanos son los
antigenos (el sistema ABO) y el factor Rh. Por lo tanto, los sistemas antigénicos considerados mds importantes son el sistema
ABO y el sistema Rh (aunque en la actualidad se han determinado hasta 32 sistemas antigénicos).

Las personas con sangre del tipo A tienen globulos rojos que expresan antigenos de tipo A en su superficie y anticuerpos
contra los antigenos B en el plasma de su sangre. Las personas con sangre del tipo B tienen glébulos rojos con antigenos de
tipo B en su superficie y anticuerpos contra los antigenos A en el plasma de su sangre. Los individuos con sangre del tipo O 6 0
(cero) no expresan ninguno de los dos antigenos (A o B) en la superficie de sus globulos rojos pero tienen anticuerpos contra
ambos tipos, mientras que las personas con tipo AB expresan ambos antigenos en su superficie y no producen ninguno de los
dos anticuerpos.

La determinacion del grupo sanguineo se basa en una reaccion inmunoldgica. Cuando una muestra de sangre con eritrocitos
que contienen en la membrana antigenos A, y/o B, reacciona con suero o una solucidn que contiene anticuerpos B y/o A, se
agluting, el tipo sanguineo serd A, B 6 AB. O bien, si la reaccion inmunoldgica no ocurre no habrd aglutinacion, lo cual corres-
pondera al tipo sanguineo O.

Células Anticuerpos Antigenos
sanguineas

Grupo A
Anti-B Antigeno A
Grupo B
g z E Anti —A Antigeno B
Grupo AB g i g
Ninguno Antigeno Ay B
Grupo O
m Ningun
Anti-A y Anti-B Antigeno

Representacion esquemdtica de los antigenos de superficie en los eritrocitos.
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Objetivo general

 Establecer la participacion del glucocalix en la determinacidn del grupo sanguineo.

Objetivos particulares

o Observar la reaccién inmunolégica debida a los carbohidratos de los antigenos con anticuerpos especificos a través de la
aglutinacion.

o Determinar el tipo de sanguineo de cada alumno, observando si hay o no aglutinacion de sus eritrocitos.

« Establecer un porcentaje de la frecuencia para cada grupo sanguineo, tomando como muestra el total de alumnos.
Hipétesis

Generada por el estudiante.

Material y equipo

Material por equipo

1 Microscopio optico de campo claro.
1 Caja de portaobjetos.

1 Caja de cubreobjetos.

1 Lanceta estéril por alumno.

1 Piceta con alcohol.

Torundas de algodon.

1 Micropipeta de 20-200 pL.

Puntas para micropipeta.

Material proporcionado por los alumnos

1 Caja de palillos de madera.

Reactivos
« FEtanol.
 Antisuero anti-A.
« Antisuero anti-B.

« Antisuero anti-D.

Soluciones
« FEtanol al 70%.
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Procedimiento experimental

Nota: La obtencion de la muestra biolégica (sangre) deberd realizarse bajo las condiciones de higiene y seguridad que implican
el manejar material biologico: trabajar en un drea limpia y especifica, no tener contacto directo con la muestra bioldgica,
todos los materiales de desecho que contengan sangre (algoddn, lanceta, papel, palillos de madera, etc.) deberdn ser
depositados en un contenedor especial para ser incinerados.

1. Limpiar el extremo del dedo anular con una torunda de algodén impregnada de alcohol.

2. Oprimir la punta del dedo anular, para que la presion permita que se ponga morado y pueda obtenerse mds rapido la
muestra de sangre.

3. Con lalanceta estéril, picar la yema del dedo y colocar 3 pequefias gotas de sangre en puntos equidistantes en el portaobjetos.

4. A cada una de las gotas de sangre y por separado, agregar 25-50 pL de antisuero A, antisuero B y antisuero D, evitar que se
mezclen las gotas de sangre entre si. Tener cuidado de usar una punta limpia para cada solucion.

Antisuero
A B D

@ @ @

/. o o

5. Con un palillo diferente para cada muestra, mezclar y homogenizar la sangre y el suero.

© © <o

A B D
Antisuero

6. Esperar durante dos minutos y realizar las observaciones (identificar si hay o no aglutinacion).
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7. Realizar observaciones en el microscopio 6ptico, con los objetivos de 10X, 40X y 100X.

8. Capturar las imagenes y realizar la interpretacion de la interaccion de los eritrocitos con cada uno de los anticuerpos.

Resultados

1. Indicar observaciones a nivel macroscopico y microscopico. Realizar imégenes y si es posible tomar fotos de los resultados
observados.

2. Elaborar una tabla, indicando el nombre del integrante del equipo y el tipo sanguineo que presentd.

3. Indicar en una tabla cuantos alumnos del grupo de EFC-II, presentaron el tipo sanguineo A, B, AB, O y Rh*.

4. Elaborar una gréfica (histograma) donde se indique el porcentaje de alumnos que presentaron cada uno de los grupos
sanguineos.

Andlisis de resultados

Nota: Recordar que los puntos que se dan a continuacion son una base para realizar el andlisis.

« Con base en sus observaciones, explicar qué es la aglutinacién y qué indica.

o {Qué son los antisueros A, By D, cudl es su reaccion ante las células sanguineas y que indica la aglutinacion?

«  Describir qué tipo sanguineo es el que se encuentra en mayor proporcion e investigar a qué se debe este hecho.
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Conclusion generada por el estudiante

Cuestionario previo
1. Definir los siguientes términos:
Glicoproteina.
Receptor.
Ligando.
Antigeno.
Anticuerpo.
Lectina.
2. {Qué tipo de monosacéridos se encuentran conformando los oligosacéridos de las glicoproteinas del glucocalix?

3. {Cudles son los antigenos especificos que definen el tipo sanguineo?
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Practica 4

Pared celular

Introduccion

Las células vegetales estan rodeadas por una pared relativamente delgada, pero mecénicamente fuerte de la que carecen las
células animales. Sin embargo, las paredes celulares no son exclusivas de las plantas, también se encuentra en las células proca-
riotas de Eubacteria y Archaebacteria y las del reino fungi, las cuales también estan rodeadas por pared celular, con una compo-
sicion quimica diferente. En células vivas las paredes tienen un papel importante en actividades como absorcion, transpiracion,
translocacion, secrecion y reacciones de reconocimiento.

\JKT d
N Celular

. IESTAMAMNESN - e

/—\/\ v

I |

Célula vegetal

La pared celular en vegetales estd constituida por: un componente cristalino o porcion fibrosa (esqueleto) y un componente
amorfo 0 matriz no fibrosa, altamente hidratado, semejante a un gel. Esta estructura se parece a la de la fibra de vidrio y de otros
materiales compuestos, en los cuales las fibras cristalinas rigidas se usan para reforzar la matriz y hacerla mas flexible.

Componente cristalino. Estd representado por las cadenas celuldsicas que pueden alcanzar 4 pm de longitud. Estas son
cadenas lineales de D-glucosa unidas por enlaces covalentes 1-4 3, que debido a la alterna configuracion espacial de las cadenas
glucosidicas, la unidad repetitiva de la celulosa es la celobiosa, un disacérido 1-4 B-D glucosa, dispuestas de modo ordenado
mediante enlaces puentes de hidrogeno, formando una estructura cristalina (que contiene algunas regiones no cristalinas).

Por otra parte, las células meristematicas presentan las caracteristicas citologicas de las células indiferenciadas y son las res-
ponsables del crecimiento permanente de las plantas y estén presentes durante toda la vida de éstas. Las células meristematicas
muestran las caracteristicas citoldgicas de las células indiferenciadas, son pequefas, isodiamétricas y tienen una pared celular
primaria delgada.

Objetivo general

o Identificar la pared celular que conforma a las células vegetales tanto en epidermis de cebolla como en tejido meristemético.

Objetivos particulares

« Reafirmar los conocimientos sobre el uso del microscopio.
o Observar la pared celular en diferentes tipos de células.
Hipétesis

« Generada por el alumno.

Leticia Bucio Ortiz/Verdnica Souza Arroyo/Viridiana Gonzalez Puertos/Noé Salinas Arreortua/Eduardo Casas Hernandez 27



m Universidad Autonoma Metropolitana/Unidad Iztapalapa/Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud

Casa abierta al tiempo

Material y equipo

Material por equipo
1 Microscopio.

1 Caja de portaobjetos.
1 Caja de cubreobijetos.
1 Vidrio de reloj.

1 Pinza de diseccion.

Proporcionado por el alumno
1 Hoja de afeitar.
1 Cebolla.

Radicula de embriones (frijol, haba).

Reactivos

o Azul de metileno.

Procedimiento experimental

1. Mediante un bisturi y unas pinzas de diseccion, aislar una parte de la epidermis correspondiente a la zona cdncava de la
tercera o cuarta cubierta de la cebolla y colocarla extendida en un portaobjetos. A continuacion se afaden dos gotas de azul
de metileno y se observa al microscopio dptico con los objetivos de 10X, 40Xy 100X.

2. Posteriormente a la radicula de los embriones se les hace un corte transversal, lo més delgado posible. Depositar los cortes
en el portaobjeto (seccién a) y tefir con azul de metileno (seccidn b) y a continuacién observar al microscopio con los
objetivos de 10X, 40Xy 100X.

a)

coleoprile

{ radicula

28 Practica 4. Pared celular



Estructura y Funcion Celular Il

b)

Resultados

1. Capturar las imagenes del microscopio y/o esquematizar la pared celular tanto de la epidermis de cebolla como de los tejidos
meristematicos.

Analisis de resultados
Nota: Recordar que los puntos que se dan a continuacion son una base para realizar el andlisis.
o Mencionar la relacién que existe entre la pared celular observada y la célula.

« Mencionar la importancia de la pared celular en los tejidos meristeméticos.
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Conclusion generada por el estudiante

Cuestionario previo
1. Mencionar las principales funciones de la pared celular.
Indicar de qué estd compuesta la pared celular.

{Qué otros organismos tienen pared celular? Mencionar sus caracteristicas particulares.

> NN

{De donde proviene la pared celular de la radicula?
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Practica 5

Respiracion mitocondrial

Introduccion

La energia en forma de ATP es utilizada por la mayoria de los seres vivos para realizar las funciones metabolicas. Esta energia la
obtienen a partir del catabolismo de los carbohidratos en donde intervienen multiples reacciones de dxido-reduccidn que estan
enfocadas a oxidar a los carbonos de la glucosa y convertirlos en CO, como se observa en la siguiente reaccion:

CH,0,+0, — 6CO, + 6H,0+ATP

6 1276

La oxidacion de la glucosa se divide en tres grupos de reacciones principales denominadas: glucdlisis, ciclo de Krebs y fos-
forilacion oxidativa.

La glucolisis es un proceso que se lleva a cabo en el citosol y es cuando a partir de una molécula de glucosa (6C) se produ-
cen dos moléculas de piruvato (3C). Este piruvato es transportado a la matriz mitocondrial en forma de acetil coenzima A para
ingresar al ciclo de Krebs en donde hay liberacion de dos moléculas de CO, por cada piruvato y se obtiene poder reductor en
forma de NADH+H y FADH, que son sustratos que se requieren para la fosforilacion oxidativa, que se lleva a cabo en la mem-
brana interna mitocondrial.

La fosforilacion oxidativa es un proceso que se realiza en dos etapas basicamente. En la primera, la cadena respiratoria consta
de cuatro complejos multiproteinicos embebidos en la membrana interna de la mitocondria los cuales contienen hierro o azufre.
Estos complejos son los encargados por medio de reacciones de dxido-reduccion de transferir electrones desde el NADH+H o el
FADH, hasta el oxigeno para formar agua. Por otro lado se lleva a cabo la translocacién de protones desde la matriz mitocondrial
hacia el espacio intramembranal. El flujo de protones genera un gradiente electroquimico que se denomina fuerza proton-motriz
que es un tipo de energia acumulada por la diferencia de cargas.

La segunda etapa estd confinada a la fosforilacion oxidativa, la energia generada por el gradiente electroquimico de protones
es utilizada por la enzima ATP-sintasa para la generacion del ATP y su liberacion a la matriz mitocondrial. Posteriormente hay
sistemas de lanzaderas que permiten el transporte de esta energia al citosol para ser utilizado en el metabolismo celular y al
mismo tiempo introducen més ADP hacia la matriz mitocondrial para sintetizar nuevo ATP (Figura 1).

Existen compuestos exdgenos que intervienen directamente en la cadena oxidativa, los llamados inhibidores son moléculas
que se unen en una subunidad especifica 0 en un grupo prostético y compiten con los donadores o aceptores de electrones
impidiendo la llegada de electrones al oxigeno. Mientras que los agentes desacoplantes son compuestos que abaten la fuerza
protén-motriz, ya que introducen protones hacia la matriz mitocondrial y bloquean la sintesis de ATP.

Espacio intermembranal CCCP
H He " DFN
. + H*
H H +
H* H* ‘ H

NADH +H*  NAD

FADH2  FAD 4H'+%0;
ADP + Pi ‘ ATP

H*

Rotenona Antimicina A Cianuro de sodio

Matriz mitocondrial

Figura.l. Representacion esquematica de la cadena respiratoria y de los sitios donde actian
los inhibidores y desacoplantes.
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Objetivo general

« Estudiar el proceso de la respiracion mitocondrial en condiciones normales y en presencia de algunos agentes que la alteran.

Objetivos particulares
 FEvaluar la importancia de la glucosa sobre la respiracién mitocondrial de la levadura.
o Observar el efecto de los inhibidores sobre la respiracion mitocondrial de la levadura.

« Valorar el efecto causado por los desacoplantes sobre la respiracién mitocondrial de la levadura.
Hipotesis

Generada por el estudiante.

Material y equipo

Material por grupo (se usard un dia antes de la practica)
1 Paquete de levadura en polvo (5 @).

1 Matraz Erlenmeyer o 1 vaso de precipitados de 1 L.

1 Agitador magnético o mosca.

1 Parrilla de agitacion.

1 Balanza granataria.

Material por grupo (se usara el dia de la practica)
1 Balanza de dos platos.

2 Vasos de precipitados.

1 Agitador de vidrio.

4 Micropipetas de 10-100 pL con puntas de plastico.

4 Micropipetas de 100-1000 pL con puntas de plastico.

1 Balanza granataria.

Material por equipo

1 Centrifuga clinica.

2 Vasos de precipitados de 50 mL.

2 Pipetas Pasteur con bulbo.

1 Probeta de 250 mL.

4 Tubos de 50 mL para centrifuga.

1 Gradilla.

13 Tubos de ensayo o tubos de polipropileno de 15 mL.
1 Espectrofotometro.

3 Celdas para espectrofotdmetro.

1 Vaso de precipitados de 600 mL.
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1 Piceta con agua destilada.
1 Pipeta graduada de 1 mL.
1 Pipeta graduada de 5 mL.
1 Pipeta graduada de 10 mL.
1 Palangana con hielo.

1 Termoémetro.

1 Agitador Vortex.

1 Espétula.

Material proporcionado por el alumno
1 Rollo de papel higiénico.

1 Papel aluminio (indispensable).

Reactivos

« Acido 2-[N-morfolino] etanosulfénico (MES).
o Glucosa.

o Metanol.

« Cianuro de sodio (NaCN).

o Antimicina A.

« Rotenona.

o Bromuro de 1-[4,5-dimetiltetrazol-2-il]-3,5-difeniltetrazolio (MTT).

« m-clorofenilhidrazona carbonil cianuro (CCCP) o 2,4 dinitrofenol (DNF).

 Trietanolamina (TEA). para ajustar el pH del amortiguador (MES).
« Hidrdxido de sodio (NaOH).

Soluciones

o TEAal 50%.

o NaOH 2N (50 mL).

e MES0.1 M pH 6.0. Se ajusta con TEA o con NaOH.
o Glucosa 1M (20 mL).

o *NaCN 40 mM 6 KCN 40 mM (1 mL).

e *Antimicina A 1 mM (1 mL).

o *MTT, 4 mg/ml (60 mL).

o *CCCP1mM 6 DNF 1T mM (1 mL).

e *Rotenona 2 mM (1 mL).

*Nota: Se deben manejar bajo las medidas de seguridad adecuadas.
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Procedimiento experimental

A. Ayuno de las levaduras (por grupo)

1. Este procedimiento se llevard a cabo 24 horas antes de realizar la prctica.

2. En el matraz Erlenmeyer de 1L, agregar 750 mL de agua destilada y un agitador magnético.
3. Agregar 5 g de levadura al matraz con el agua destilada.

4. Poner un tapon con una gasa y dejarlo 24 horas a temperatura ambiente.

Nota: es muy importante verificar que la parrilla sdlo esté agitando y no calentando.

B. Preparacion de las levaduras (por equipo)

1. Agitar homogéneamente la solucion del matraz y tomar 100 mL de la suspensién de levadura y centrifugarlos a 2,500 rpm
durante 5 min a temperatura ambiente.

2. Decantar el sobrenadante y recuperar el boton o pelet de las levaduras.

Pesar 3.25 g del pelet de las levaduras obtenido de la Centrifugacion.

> W

Resuspender el pelet perfectamente en 3.25 mL de agua destilada.

5. Tomar 250 pL del homogenado de levaduras (5 gotas) y colocarlo en cada uno de los 13 tubos de ensayo.

C. Ensayo de respiracion mitocondrial en las levaduras (por equipo)
1. La preparacién de los tubos con las levaduras serd por duplicado (12 tubos) excepto el blanco segtin la siguiente tabla:

Se considera que una gota es aproximadamente 50 L de solucion.

Blanco Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6
Levadura+ | Levadura+ | Levadura+ | Levadura+ | Levadura+ | Levadura+
Agua Glucosa Glucosa + Glucosa + Glucosa + Glucosa +
NaCN AntimicinaA | Rotenona | Desacoplante
Agua (mL) 445 3.95 3.77 3.65 3.65 3.65 3.65
MES 0.1 M pH
6.0 (ml) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Clucosa 1M 025 025 025 025 025
(mL)
NaCN 40 mM 1 GOTA
Antiicina A
M 1 GOTA
Rotenona 2 mM 1 GOTA
CCCP1mMo
DNF TmM 1 GOTA
MTT 4 mg/mL | o 05 05 05 05 05 05
(mL)
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Agitar todos los tubos usando un agitador (agitador Vortex).

Incubar los tubos a 30 °C por 15 min en obscuridad (cubrir los tubos con papel aluminio).
Pasar los tubos al hielo durante 5 min y colocarlos en una gradilla.

Agitar en el Vortex para resuspender las levaduras antes de cada lectura.

Transferir a una celda espectrofotométrica y leer los tubos empezando por el blanco y ajustar a cero, en un espectrofotome-
tro a una longitud de onda de 570 nm (se sugiere prender el espectrofotdmetro 15 min antes de empezar a leer).

Anotar las lecturas de la densidad dptica (D.0.) obtenida de los 12 tubos.

TUBO D.O. TUBO D.O.
1 I

(o2 NN B O 2 T I S B B S
(o2 N I O 4 T I B B I S

Resultados

Anotar los datos obtenidos en una tabla y elaborar la gréfica, indicando un titulo, variables y unidades que se emplean.

Analisis de resultados

Nota: Recordar que los puntos que se dan a continuacion son una base para realizar el andlisis.

Analizar la densidad dptica obtenida con glucosa como sustrato de la cadena respiratoria y comparar con la lectura de las
levaduras a las que no se les agregd sustrato.

Analizar los datos obtenidos con los diferentes inhibidores que se utilizaron e indicar las diferencias con las levaduras a las
que se les agrego solo glucosa.

Analizar los datos obtenidos con el desacoplante que se utilizd e indicar la diferencia con las levaduras a las que se les agregd
solo glucosa.
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Conclusion generada por el estudiante

Cuestionario previo

1.
2.

3,
a4,

Explicar, iqué es un sustrato de la cadena respiratoria? Y mencionar algunos ejemplos de éstos.

Investigar, icual es el efecto de la rotenona y la antimicina A sobre la cadena respiratoria? E indique a qué nivel acttia cada
una.

Investigar, {cudl es el efecto del CCCPy el DNF sobre la cadena respiratoria? Indicar a qué nivel acttan.

{Cudl es la diferencia entre el efecto causado por un agente desacoplante y el de un inhibidor?
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Practica 6

Extraccion de los pigmentos en tejido vegetal y su separacion cromatografica

Introduccion

La fotosintesis es el proceso més importante en nuestro planeta ya que a partir de la energfa solar se proveen de hidratos de car-
bono para la produccion de energia en las plantas y animales, constituye el principal medio de fijacién de carbono y es también
la principal fuente de oxigeno en la atmosfera terrestre.

En la fotosintesis es necesario que se lleve a cabo la captacion de la luz solar y las moléculas que se encargan de atrapar esta
energia son los pigmentos de absorcidn de luz. Las partes de estos pigmentos que absorben luz se denominan croméforos que
absorben eficientemente una longitud de onda especifica de la luz visible. En la figura 1 se muestra algunos de los croméforos
més importantes.

En conjunto los cromaforos cubren todo el espectro de luz visible; los fotones de luz que llegan pueden absorberse por uno
u otro de estos cromoforos. Los pigmentos mds abundantes en las plantas superiores son la clorofila a y la clorofila b. El metal
unido a las clorafilas es el Mg?*.

En el caso de los vegetales, las clorofilas se encuentran en los cloroplastos formando parte de los fotosistemas |y Il. Los
carotenos y las xantofilas, son pigmentos complementarios que contribuyen con la absorcion de luz de diferente longitud de
onda a la de las clorofilas.

O=C——CH CH,CH,COOC,H,

COOCH,

Figura 1.Representacion esquematica de clorofila y 5-caroteno.

Objetivo general

o Obtener los diferentes pigmentos presentes en los vegetales verdes.

Objetivos particulares
« Extraer los pigmentos de diferentes vegetales (hojas verdes como espinaca, perejil).

«  Separar los croméforos obtenidos de las hojas verdes por cromatografia en papel.
Hipotesis

Generada por el estudiante.
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Material y equipo

Material por grupo

1 Balanza de dos platos.

2 Vasos de precipitados de 50 mL.
1 Balanza granataria.

Material por equipo

1 Mortero con pistilo.

1 Embudo de vidrio.

1 Embudo de separacion.

1 Soporte universal con anillo.

3 Vasos de precipitados de 100 mL.
2 Vasos de precipitados de 50 mL.
2 Pipetas graduadas de 5 mL.

2 Pipetas graduadas de 10 mL.

2 Pipetas Pasteur con bulbo.

1 Parrilla eléctrica.

1 Palangana con hielo.

1 Piceta con agua destilada.
Capilares adelgazados.

Papel filtro Whatman #1 para cromatografia.

Material proporcionado por el alumno

20 g de tejido vegetal limpio y seco (hojas verdes de espinaca, perejil, cilantro). Se sugiere que cada equipo trabaje con una
muestra diferente.

4 Gasas de algodon.
1 Frasco con tapa (por equipo).

1 Par de guantes desechables (por equipo).

Reactivos

o Ftanol.

o Fter dietilico.

o Fter de petroleo.
» Hexano.

o Sulfato de sodio.

o Metanol.
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Soluciones

Disolucién de éter dietilico-metanol-hexano (45:15:5) (200 mL).

Etanol al 70%.

Procedimiento experimental

A. Extraccion de los pigmentos

1.

Bl AN

8.
9.

Colocar el mortero en un bao de hielo, la extraccion de los pigmentos se lleva a cabo en frio.
Pesar 10 g del tejido vegetal sin los peciolos, ni las venas grandes.

Trocear las hojas y macerar en 10 mL de etanol hasta que se forme una masa espesa.
Adicionar 5 mL de etanol y 10 mL de éter de petréleo.

Filtrar el macerado a través de las 2 gasas colocadas en el embudo de vidrio, recibiendo el filtrado en un embudo de sepa-
racion.

Adicionar al embudo de separacion 15 mL de disolucion éter dietilico-metanol-hexano y 25 mL de agua destilada, lenta y
suavemente resbalando por las paredes del embudo.

Agitar suavemente y dejar que se separen las dos fases. Desechar la fase acuosa y colectar la fase organica que se encuentra
en la parte superior, en un vaso de precipitados de 50 mL.

Adicionar unos cristales de sulfato de sodio para eliminar los restos de agua.

Calentar levemente sobre una parrilla eléctrica para concentrar el extracto a un volumen de 2 mL.

B. Separacion de los pigmentos obtenidos por cromatografia en papel

1.
2.

W

4.

Colocar 20 mL de etanol al 70% en un frasco con tapa.

Ponerse guantes y cortar un fragmento de 6 x 8 cm de una hoja de papel Whatman # 1, el cual se debe colocar en una
cartulina nueva. Marcar el sentido en que correra la muestra, que se indica en la caja del papel Whatman.

Trazar con lapiz una linea tenue a 1.5 cm, con un punto marcar divisiones cada 1 cm. Se debe tener en cuanta, el sentido en
que correrd la muestra.

Aplicar la muestra obtenida por usted, con un capilar que tenga la punta adelgazada. Poner una microgota entre los puntos
marcados sobre el papel Whatman, dejar secar y repetir 5 veces la aplicacién en el mismo punto, dejando secar en cada
ocasion. Realizar el mismo procedimiento para otras dos o tres muestras obtenidas por otros equipos.
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5. Colocar el papel Whatman de forma vertical dentro del frasco con los 20 mL de etanol al 70%, sin que las muestras toquen
este eluyente y tapar el frasco.

6. Dejar correr la cromatografia durante 1.5 h. Sacar el papel del frasco y dejar secar por 10 min.

7. Marcar con un lapiz los limites de las manchas y tomar la distancia desde el punto de aplicacion. A partir de estos datos y
la distancia a la que llegd el eluyente determinar el Rf de cada una de las muestras que se aplicaron al papel, empleando la
formula:

Ri= Distancia recorrida por cada muestra (cm)
Distancia recorrida por el eluyente (cm)
Resultados
1. Capturar la imagen y/o realizar un diagrama similar a lo que se observa en el cromatograma.
2. Determinar el Rf de cada uno de los pigmentos obtenidos y hacer una tabla comparativa de los Rf de cada una de las mues-
tras obtenidas en la cromatografia.
Andlisis de resultados
Nota: Recordar que los puntos que se dan a continuacién son una base para realizar el anlisis.
o Explicar el patron de separacién de los componentes de la mezcla de cada una de las muestras analizadas.
« {Se encontrd diferencia en el corrimiento de los pigmentos obtenidos en los vegetales? (A qué se debe?
« (Cudntos pigmentos se obtuvieron en cada extracto y cudl es su afinidad con el eluyente?

«  Comparar la cromatografia de los pigmentos con lo que se tiene reportado en la literatura.
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Conclusion generada por el estudiante

Cuestionario previo

1.
2.

{Qué es la fotosintesis?

{Qué es un pigmento fotosintético, cudntos tipos hay, y a qué longitud de onda presentan un maximo de absorcion de la luz
solar?

{Qué es la clorofila y cudl es su participacion en el proceso de la fotosintesis?
{Cudl es el fundamento de la cromatografia en papel?

{Cudntos tipos de cromatografia podrian aplicarse en la separacion de los pigmentos fotosintéticos y por qué?
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Practica 7

Fotosintesis: demostracion de la tasa de fotosintesis, empleando discos de hojas

Introduccion

La fotosintesis es un proceso por el cual la energfa luminosa es convertida en energia quimica por los organismos autétrofos. En
su fase luminosa, este proceso utiliza la luz para generar ATP y reducir NADP* a NADPH, que son empleados en la fase oscura
(ciclo de Calvin) para fijar CO,y producir glucosa. En las plantas, ambas fases ocurren en el cloroplasto, dentro de las células del
mesdfilo de las hojas verdes (figura 1).

Estructura de una hoja

1) Cuticula 2) Epidermis superior 3) Mesofilo en empalizada
4) Mesofilo esponjoso 5) Epidermis inferior 6) Estoma
7) Células guarda 8) Xilema 9) Floema 10) Haz vascular

Figura 1. Corte transversal de una hoja, mostrando los diferentes tejidos que la componen.
La fotosintesis puede ser resumida en la siguiente reaccion:
C0,+6HO+LUZ—CH0,+60,

La velocidad a la que ocurre la fotosintesis depende directamente de la cantidad (brillantez) y calidad (longitud de onda) de
la luz empleada, asi como de otros pardmetros.

Existen diferentes metodologias complejas para estudiar la fotosintesis, sin embargo, se puede estudiar la tasa de fotosintesis
por una simple estimacion de la tasa de produccién de oxigeno en un disco de tejido de hoja. Los discos de hoja flotan normal-
mente, pero cuando son infiltrados con una solucién de bicarbonato de sodio, la densidad relativa del disco aumenta, y éste se
hunde. Al exponerlos a la luz, la fotosintesis se lleva a cabo en el meséfilo de la hoja, y el oxigeno producido desplaza al liquido
infiltrado de los espacios intercelulares y la densidad en el disco disminuye, haciéndolo flotar (figura 2). El tiempo requerido para
que el disco flote es inversamente proporcional a la tasa de fotosintesis. En el procedimiento, la fuente de dioxido de carbono es
una solucion de bicarbonato de sodio.
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Figura 2. Al exponer los discos de hoja a la luz, se produce O, que llena los espacios dentro del tejido
de la hoja y hace que esta flote.
Objetivo general

« Estudiar el proceso de fotosintesis en una planta verde.

Objetivos particulares
o Determinar la tasa de fotosintesis en una planta verde.

« Demostrar como la tasa de fotosintesis puede ser modificada por luz de diferentes longitudes de onda.
Hipotesis

Generada por el estudiante.

Material y equipo

Material por equipo

1 Agitador de vidrio.

5 Jeringas de pldstico de 20 mL sin aguja.
5 Tapones de goma.

2 Vasos de precipitados de 250 mL.

Material proporcionado por el alumno

1 Ldmpara de mesa con foco.

1 Perforadora de papel o un popote.

Hojas frescas, de preferencia de una planta de hoja ancha.
Toallas de papel.

1 Crondmetro o reloj con segundero.

Papel celofdn de colores rojo, verde, amarillo y azul.

1 Papel aluminio.

1 Cinta adhesiva (Masking tape).
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Reactivos
« Bicarbonato de sodio (NaHCO,).

Jabdn liquido.

Soluciones (por equipo)
o Bicarbonato de sodio (NaHCO,) 300 mL al 0.1 M 0 0.2%.

Solucién de jabon liquido diluido. Una gota en medio litro de agua. (5 mL).

Procedimiento experimental

1.

Cortar varios discos de la parte verde de una hoja con una perforadora de papel, o con un popote (figura 3A). Evite la parte
de las venas y manéjelos con cuidado ya que se trata de células vivas y se pueden dafar facilmente. La superficie de la hoja
debe ser suave y no muy gruesa, y no debe tener vellosidades. Se obtienen buenos resultados con hojas de espinaca o de
hiedra.

Colocar los discos (entre 5y 10) dentro de una jeringa y cologue con cuidado el émbolo para no dafar los discos (figura
3B). El niimero de discos dependerd del volumen de la jeringa. Se recomienda colocar 5 discos para la jeringa de 20 mL o
10 discos para la de 50 mL.

Figura 3. Cortar pequefios discos de una hoja verde, y posteriormente se introducen en una jeringa conteniendo
una solucién de bicarbonato de sodio.

Llenar la jeringa con una solucion de NaHCO, hasta aproximadamente 3 cuartos de su capacidad. Agregue una gota de jabon
liquido diluido a la solucion de bicarbonato para hacerla mas hidrofilica y permitir que penetre més facilmente a la hoja.

Retirar el aire dentro de la jeringa presionando el émbolo hasta que el liquido comience a salir de la punta de la jeringa
(Figura 4A).

Sellar la punta de la jeringa presiondndola fuertemente sobre un tapon de goma o con el dedo. Jale el émbolo de la jeringa
mientras la agita, y elimine cualquier nuevo residuo de aire. El gas se expandird y saldré de los discos de hoja (Figura 4B).
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Figura 4. Procedimiento para infiltrar los discos de hoja con la solucién de bicarbonato.

6. Repetir el paso 5 hasta que no salgan mds burbujas y todos los discos se hundan hasta el fondo del liquido.

7. Retirar el dedo o el tapon de la punta de la jeringa, y coloquela en posicion vertical, frente a la luz directa de una ldmpara de
mesa o frente a la luz del sol. Registre el nimero de discos que flotan al cabo de cada minuto. Agite suavemente la jeringa
para separar los discos que se hayan adherido entre si.

8. Continuar con el registro de los discos que flotan al cabo de cada minuto, hasta que todos los discos se encuentren flotando.
9. Indicar los resultados en una grdfica de nimero de discos flotando contra el tiempo.

10. Repetir el experimento empleando varias jeringas, cubiertas cada una de ellas con papel celofan de color rojo, verde, amarillo
0 azul, durante la exposicion a la luz. Realice un experimento con la jeringa cubierta con papel aluminio como control nega-
tivo de la fotosintesis. En este tltimo caso, revise rapidamente la jeringa al cabo de cada minuto, de modo que la exposicién
a la luz sea minima.

Resultados
1. Registre los resultados en la siguiente tabla como se indica:

Tabla de datos

Numero de discos flotantes

Tiempo (minutos) Luz blanca Luz roja Luz verde Luz amarilla Oscuridad

0

o U NN

Nota: Continuar la tabla hasta completar 15 minutos de observacion, o hasta que todos los discos se encuentren flotando.
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2. Elabore una gréfica con los resultados obtenidos, colocando el tiempo (eje X) y el nimero de discos flotando (eje Y). Utilice
una linea de color diferente para cada experimento (Figura 5).

Ndmero de discos flotantes

Analisis de resultados

Tiempo (min).

Figura 5. Gréfica con los resultados obtenidos.

Nota: Recordar que los puntos que se dan a continuacion son una base para realizar el analisis.

Compare los datos obtenidos para cada una de las condiciones experimentales, indicando qué era lo esperado de acuerdo
con lo reportado en la literatura.

Leticia Bucio Ortiz/Verdnica Souza Arroyo/Viridiana Gonzalez Puertos/Noé Salinas Arreortua/Eduardo Casas Hernandez 47



m Universidad Autonoma Metropolitana/Unidad Iztapalapa/Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud

Casa abierta al tiempo

Conclusion generada por el alumno

Cuestionario previo

1.

> NN

{Cudl es el rango de longitud de onda que absorben cada uno de los pigmentos que participan en la fotosintesis?
{Como se produce el oxigeno durante la fase luminosa de la fotosintesis?

(Por qué se emplea una solucién de bicarbonato de sodio como fuente de CO, para el experimento?

{Qué diferencias se esperan entre los experimentos realizados en diferentes condiciones de iluminacion?

{Por qué flotan los discos de hoja después de ser expuestos a la luz?
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Anexo

Otras especies de plantas recomendadas para esta prdctica.

Dieffenbachia, conocida en México como “Amoena”. Pertenece a un género de plantas tropicales de la familia Ardcea con
caracteristicas manchas claras en sus hojas. Son utilizadas frecuentemente como planta de interior debido a sutoleranciaala sombra.

Ligustrum vulgare, es una especie de planta perteneciente a la familia Oleaceae. Conocido en México como trueno, por el
parecido de sus ramas torcidas con el reldmpago. Es un arbusto de 2 a 3 m de altura, con hojas parecidas a las del olivo, pero
de color més verde, son opuestas y lanceoladas. Las flores son blancas y olorosas. El fruto es una baya negra, amarga y toxica.

Leticia Bucio Ortiz/Verdnica Souza Arroyo/Viridiana Gonzalez Puertos/Noé Salinas Arreortua/Eduardo Casas Hernandez 49






Estructura y Funcion Celular Il

Practica 8

Obtencidn y determinacion cuantitativa del acido desoxirribonucleico

Introduccion

El dcido desoxirribonucleico (DNA), es un acido nucleico que contiene instrucciones genéticas usadas en el desarrollo y funcio-
namiento de todos los organismos vivos y es responsable de su transmision hereditaria. En los organismos eucariotas, la mayor
parte de su DNA, se encuentra almacenado dentro del nuicleo celular y una minima parte en elementos celulares llamados
mitocondrias y cloroplastos.

La molécula de DNA estd constituida por dos largas cadenas de polinucledtidos unidas entre si por puentes de hidrogeno
formando una doble hélice. Estos nucledtidos estan formados por la union de un monosacarido (desoxirribosa), un acido fosfo-
rico y una base nitrogenada de tipo purico (adenina y guanina) o pirimidinico (citosina o timina).

En la doble hélice las bases nitrogenadas se unen entre si mediante puentes de hidrogeno; dos entre adenina-timina (A-T)
y tres entre citosina-guanina (C-G) y viceversa, de esta forma las cadenas son complementarias. El orden en el que aparecen las
cuatro bases a lo largo de una cadena en el DNA es critico para la célula, ya que este orden es el que constituye las instrucciones
del programa genético de los organismos.

En el interior del ndcleo de las células eucariotas, el DNA estd asociado a proteinas especiales llamadas histonas, formando
la cromatina. Durante la division celular, la cromatina se condensa formando los cromosomas. Para extraerlo es necesario ho-
mogeneizar el tejido y romper las células para separar el nticleo, romper también la envoltura nuclear para liberar su contenido,
luego separar el DNA de las proteinas que lo protegen y, por Ultimo, precipitarlo para extraerlo de la solucion. Una vez realizado
esto, el DNA aparecerd como un agregado de fibras blanquecinas.

La desoxirribosa en soluciones fuertemente écidas se deshidrata dando aldehido 5-hidroxilevulinico. Este aldehido se con-
densa con la difenilamina dando un compuesto de color azul que absorbe a 595 nm de longitud de onda. Esta reaccion puede
ser usada para cuantificar la cantidad de DNA presente en la muestra.

Esqueleto
desoxirribosa-fosfato

Bases
nitrogenadas

Representacion de la doble hélice del DNA
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Objetivo general

Extraer el &cido desoxirribonucleico a partir de un tejido animal y determinar su identificacion cuantitativamente.

Objetivos particulares
 Extraer el DNA a partir de un tejido animal.

o Determinar la cantidad de DNA extraido.
Hipdtesis

Generada por el estudiante.

Material y equipo

Material por equipo

2 Morteros con pistilo.

1 Bisturi.

1 Embudo.

1 Probeta de 100 mL.

2 Vasos de precipitados de 250 mL.
1 Pipeta Pasteur.

1 Centrifuga.

2 Tubos de centrifuga de 50 mL.

1 Piceta con agua destilada.

7 Tubos de ensayo de 16 x 150 mm.
1 Pipeta graduada de 5 mL.

1 Pipeta graduada de 10 mL.

1 Pipeta graduada de 2 mL.

1 Gradilla.

1 Palangana con hielo.

1 Balanza de dos platos.

1 Espectrofotometro.

2 Celdas para espectrofotdmetro.

Material proporcionado por los alumnos
10 g Higado de pollo fresco.
2 Bolsas de gasa estéril.

1 Papel aluminio.
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Reactivos

 Alcohol etilico.

« Dodecil sulfato de sodio (SDS).

« Difenilamina.

e Cloruro de sodio (NaCl).

o Acido desoxirribonucleico (DNA).
« Acido acético (CH,-COOH).

« Addo sulfarico (H,SO,).

Soluciones

¢ Alcohol etilico 95% frio. (500 mL).
o NaCl2 M. (500 mL).

o SDS al 5%. (10 mL).

o Reactivo de difenilamina (0.8 g en 80 mL de dcido acético y adicionar 2.0 mL de 4cido sulfdrico concentrado, preparar en
fresco, 80 mL).

o Solucién patrén de DNA 0.2 mg/mL (50 mL).
Procedimiento experimental

A. Extraccion de DNA

1. Enfriar el mortero en un bafo de hielo.

2. Pesar 10 g de higado de pollo fresco en un papel aluminio y fragmentarlo con el bisturi en el mortero frio.
3. Macerar perfectamente hasta obtener una suspension homogénea manteniendo el mortero en hielo.

4. Adicionar 50 mL de agua destilada y remover suavemente.

5. Filtrar la suspension a través de dos capas de gasa con ayuda del embudo de vidrio, recuperando el filtrado en un vaso de
precipitados de 250 mL que debe estar en el bario de hielo.

6. Adicionar 50 mL de la solucién de NaCl 2M y mezclar suavemente.

7. Agregar 1 mL de SDS y mezclar suavemente, evitando que se forme espuma.

8. Dejar incubar en el hielo durante 10 min.

9. Anadir lentamente, dejando resbalar por las paredes del vaso de precipitados 50 mL de etanol frio. No mezclar.

10. Dejar incubar en hielo durante 10 min. Es muy importante evitar que se mezclen las soluciones, pues serd en la interfase
donde precipitara el DNA.

11. Tomar el DNA de la interfase con la ayuda de una pipeta Pasteur, con cuidado de no tomar la fase inferior, y transferirlo a un
tubo de centrifuga.

12. Centrifugar la muestra a 3000 rpm durante 5 min y desechar el sobrenadante.
13. Disolver el botdn en 5 mL de agua destilada y mantener en hielo.

14. Tomar una alicuota de DNA para realizar la cuantificacion.
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B. Cuantificacion de DNA

1. Disponer de una serie de tubos de ensayo para realizar la curva patron de DNA y agregar los reactivos como se indica en la
siguiente tabla:

Reactivos Tubo No.
1 2 3 4 5 6 7
Patron de DNA (mL) _ 0.2 0.4 0.8 1.0 _ _
Agua (mL) 1.0 0.8 0.6 0.2 _ _ _
Muestra de DNA (mL) _ _ _ _ _ 1.0 1.0

2. Adicionar 2.0 mL del reactivo de difenilamina (con mucho cuidado) a cada tubo.
3. Incubar todos los tubos en bafo de agua hirviendo durante 10 minutos.

4. Dejar enfriar y medir la absorbancia a 595 nm de longitud de onda, usar como blanco el tubo No. 1.

Resultados

1. Graficar la curva patron de DNA, obtener los valores de ecuacion de la recta y calcular la cantidad de DNA presente en la
muestra.

2. Indicar los niveles de DNA que contiene la muestra y comparar con los valores obtenidos por otros grupos de trabajo.

Andlisis de resultados

Nota: Recordar que los puntos que se dan a continuacion son una base para realizar el andlisis.

« Con base a las observaciones, explicar a qué se debe el color obtenido en la muestra de DNA.

« Indicar qué tipo de molécula es la difenilamina y por qué se puede utilizar para cuantificar al DNA.

o Mencionar si el método de extraccion es el adecuado v si existen otros métodos.
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Conclusion generada por el estudiante

Cuestionario previo
1. {Cudl es la funcion y la importancia del DNA en los organismos?
(Cudl es la composicidn y la funcién de los cromosomas?

{Qué diferencia existe entre los nucledtidos de DNA y los de RNA?

> NN

{Por qué el DNA en solucion se precipita en presencia de alcohol frio?

5. {Cudl es el efecto del cloruro de sodio y del SDS en la técnica?
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Practica 9
Mitosis
Introduccion

La mitosis (del griego mitos, filamento) es el proceso de division celular en el cual a partir de una célula se originan 2 células hijas
con igual ntimero y tipo de cromosomas. Este tipo de division celular es semejante en todas las células eucariotas, y es llevado a
cabo por las células sométicas, aunque existen algunas diferencias entre células vegetales y animales. En las células vegetales, la
mitosis se lleva a cabo sin la presencia de centriolos y dsteres, ya que carecen de ellos.

El proceso de division celular inicia al final del periodo G, de la interfase, y termina al iniciarse el periodo G, de una nueva
interfase. Estd conformado por las etapas: profase, metafase, anafase y telofase. Cuando se originan las células hijas, ocurre la
separacion del citoplasma el cual se denomina: citocinesis. Este puede ser simultaneo con la anafase y la telofase o puede pro-
ducirse en una etapa posterior.

En la profase, cada cromosoma esta compuesto por dos crométidas, resultado de la duplicacion del DNA en el periodo S, o
de sintesis del DNA en la interfase. Conforme progresa esta etapa, la cromatina se observa cada vez mas condensada, para dar
origen a cada una de las crométidas hermanas del cromosoma, el cual se observa més corto y grueso. El nucléolo se desintegra
y el nucleoplasma se mezcla con el citoplasma, esto ocurre en la prometafase. Alrededor de los centriolos en cada polo celular, se
forman los dsteres y comienza a observarse la presencia del huso mitético.

Alinicio de la metafase (del griego meta, entre), los microttibulos se alargan y se unen a los cromosomas, que estan disper-
sos en el citoplasma. Posteriormente se orientan en el plano ecuatorial.

Durante la anafase (del griego ana, de nuevo) ocurre la separacion de los centrémeros, las cromatidas se separan y migran
hacia los polos. Los microttibulos unidos a los cromosomas, se acortan.

La telofase (del griego telo, fin) se inicia al término de la migracion de los cromosomas hacia los polos. Los cromosomas
comienzan a descondensarse y se agrupan en la cromating, la cual es rodeada por cisternas del reticulo endoplasmico que se
fusionan para formar la nueva envoltura nuclear y dar origen al ndcleo.

Finalmente, se forman los nucléolos, por medio de los organizadores nucleolares que se encuentran en algunos cromoso-
mas, se lleva a cabo la citocinesis y se originan las 2 células hijas (figura 1).

Profase Metafase Anafase Telofase Citocinesis

Figura 1. Etapas de la mitosis.
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Objetivo general

 Estudiar el proceso de la mitosis en células vegetales.

Objetivos particulares

o Identificar a las células que se encuentren en mitosis y diferenciarlas de células en interfase.

o Examinar las células en mitosis e identificar en qué fase se encuentran.

o Determinar el indice mitético en diferentes tipos de muestras con células en mitosis, en ausencia y presencia de un agente
mitostatico.

Hipétesis

Generada por el estudiante.

Material y equipo

Material por equipo
1 Microscopio 6ptico.

1 Estuche de diseccidn.
1 Caja de portaobjetos.
1 Caja de cubreobijetos.

2 Vidrios de reloj.

Material proporcionado por los alumnos
Cebolla con raices recién formadas.
Semillas de haba, frijol, garbanzo, etc. recién germinadas.

1 Navaja para corte fino.

Reactivos

« FEtanol.

o Acido acético.

o Orceina.

« Acido clorhidrico (HC).
o Colchicina.

o Aceite de inmersion.

Soluciones
 Solucion fijadora: etanol con &cido acético 3:1. (100 mL).
o HCal1N. (10 mL).

o Solucién de acetorceina: calentar a ebullicion 55 mL de dcido acético, agregar 2 g de orceina y dejar hervir 7-10 min. Dejar
enfriar totalmente y agregar 55 mL de agua destilada. Filtrar y mezclar 90 mL de esta solucién con 10 mL de HCI T N.

o (Colchicina al 0.19% en agua destilada.
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Procedimiento experimental
Una semana antes de la practica.

Muestras de cebolla.

1. Observar la cebolla, en caso de que la coronilla tenga raices muertas y/o esté de
color grisdceo, cortar una delgada rebanada para desechar el tejido muerto.

2. Colocar la cebolla limpia en un frasco o vaso con agua, la coronilla debe estar en
contacto con el agua.

3. Cambiar el agua todos los dias.

4. Un dia antes de la practica mantener la cebolla en la obscuridad y exponerla a la
luz en el momento de la practica.

Muestras de semillas germinadas.

1. Lavar las semillas con una solucién de hipoclorito de sodio al 1% (20 gotas de cloro comercial en 100 ml de agua), durante
3-5 minutos y nuevamente enjuagarlas con agua limpia.

2. Enun recipiente o frasco de vidrio colocar un poco de algodon para formar una cama y humedecer.
3. Colocar las semillas sobre la capa de algodon, distribuyéndolas homogéneamente.

4. Colocar el recipiente en un lugar donde se expongan a la luz del dia y cuidar que siempre esté hiimedo el algodén.

5. Almomento de llevar las raices y semillas germinadas al laboratorio, se debe cuidar que las muestras siempre estén htimedas
y no experimenten cambios drdsticos de temperatura o se maltraten.
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Al momento de la practica.

R

© ® N o v

De las raices de cebolla y semillas germinadas, cortar la parte apical del tejido meris- A
L . )
tematico (aproximadamente rebanadas de menos de 1 mm), en algunas muestras se NIARR
. o . f
podré observar una coloracién amarillenta. ) \ i
{

En los vidrios de reloj hacer dos lotes con las muestras de raices de cebolla, en uno se

colocaran en un mililitro de agua de la llave (testigo), y en el otro las raices se sumergen 7%
en un mililitro de una solucién de colchicina al 0.1%. ~
Se dejan reposar por una hora. Hacer lo mismo con las muestras de raiz de las semillas

de haba o de las muestras que se dispongan. Etiquetar cada uno de los lotes. Colchicina

%gr
£

Posteriormente, quitar el liquido (agua o colchicina). Esto se puede hacer absorbiéndolo con papel.
Agregar unas gotas de la solucidn fijadora a las muestras hasta cubrirlas. Dejar reposar 2-4 min.
Retirar el fijador, nuevamente con papel absorbente.

Colocar una muestra de raiz en un portaobjetos etiquetado previamente.

Agregar una gota de acetorceina, suficiente para cubrir la muestra. Dejar reposar 5 min.

Poner un cubreobjetos a la muestra, verificar que el colorante no se haya evaporado. Colocar el portaobjetos en una toalla
de papel, cubriendo la cara superior del cubreobjetos con una parte de la toalla.

. Con una goma de lapiz hacer presion sobre el cubreobjetos para disgregar el tejido. El excedente de colorante se absorbera

por la toalla de papel.

. Observar la laminilla al microscopio 6ptico con los objetivos de 10, 40y 100 X. Al usar el objetivo de 100 X, no olvidar colocar

una gota de aceite de inmersion en el cubreobjetos. Obtener fotos de las figuras mitdticas.

. Realizar el conteo de células en varios campos observados, para obtener el indice mitdtico. Determinar el indice mitético, en

cada una de las muestras de diferentes lotes.

Numero de células en mitosis X 100
Numero total de células contadas

indice mitético =

Resultados

1.

60

Hacer observaciones al microscopio 0ptico para encontrar células en divisién mitotica. Capturar imagenes e indicar caracte-
risticas y aumento, como se muestra en el ejemplo a continuacion.

!Anafase

1000 X

Figuras mitoticas en una muestra de cebolla.
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Muestras de raiz de cebolla

Lote 1: Muestras testigo Lote 2: Muestras en colchicina

(fotos) (fotos)

Muestras de raiz de haba germinada

Lote I: Muestras testigo Lote 2: Muestras en colchicina

(fotos) (fotos)

Muestras de raiz de (otras muestras que se dispongan)

Lote 1: Muestras testigo Lote 2: Muestras en colchicina

(fotos) (fotos)

] Determinacion del indice mitético:
Tipo de

muestra No. de células | No. de células m No. de células Lote 1: Lote 2:

L . . [.M.
contadas en mitosis contadas testigo colchicina

Analisis de resultados

Nota: Recordar que los puntos que se dan a continuacion son una base para realizar el analisis.
o Tipo de muestras.

Efecto de la colchicina para obtener el indice mitético y compararlo con respecto a los resultados de los testigos.
o Indicar cudl es la utilidad de tener muestras testigo.
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Conclusion generada por el alumno

Cuestionario previo

1.
2.
3.

Esquematizar y describir brevemente qué es la mitosis y sus fases.
{Qué es la colchicina y cudl es su funcion en esta practica?

{Cudl es la funcién del fijador y cudl la del colorante empleado en esta practica?

4. Mencionar 5 ejemplos de células que realizan mitosis e indicar el tiempo que tardan para realizarla.
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Practica 10

Meiosis en célula vegetal

Introduccion

La meiosis es el tipo de division celular, en la cual se originan 4 células hijas y cuyo material genético constituye un nimero
haploide de cromosomas (n). Cada una de las células hijas producidas por meiosis contiene un complejo tinico de cromosomas,
debido al entrecruzamiento vy a la segregacion al azar de ellos. De esta forma, la meiosis es una fuente de variabilidad en la
descendencia.

Durante la meiosis, cada célula diploide se divide dos veces, y el DNA sélo se duplica una vez, antes de la primera division
nuclear. Asi, cada una de las cuatro células producidas al final, contiene la mitad del nimero de cromosomas presentes en el
nucleo de la célula original.

La meiosis consiste en dos divisiones sucesivas, designadas convencionalmente meiosis | y meiosis |l. Durante este proceso
de division se redistribuyen los cromosomas y se producen células que tienen un nimero haploide de cromosomas (n). Durante
la interfase que precede a la meiosis, los cromosomas se duplican. En la profase | de la meiosis, los cromosomas homadlogos se
aparean.

Cada par homologo esta formado por cuatro cromatidas. Cada homélogo consta de dos crométidas hermanas idénticas, que
se mantienen unidas por el centrémero. Mientras los homdlogos estén apareados, ocurre entre ellos el entrecruzamiento, dando
como resultado el intercambio de material cromosémico, permanecen asociados en los puntos de entrecruzamiento -0 quias-
mas- hasta el final de la profase I. Luego, los cromosomas comienzan a separarse, las cromatidas hermanas de cada homdlogo
ya no son completamente idénticas.

Al finalizar la meiosis |, los cromosomas homologos se separan. Se producen dos nticleos, cada uno con un nimero diploide
de cromosomas. Cada cromosoma, a su vez, estd formado por dos crométidas. Los nticleos pueden pasar por un periodo de
interfase, pero el material cromosémico no se duplica.

En la segunda etapa de la meiosis, la meiosis 11, las cromdtidas hermanas de cada cromosoma se separan, como si fuese una
mitosis. Cuando los dos nucleos se dividen, se forman cuatro células haploides (figura 1).

Profase | Metafase | Anafase | * Telofase | Citocinesis

Figura 1. Etapas de la meiosis.
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Objetivo general

o I|dentificar diferentes fases de la meiosis en células de tipo vegetal.

Objetivos particulares

o Realizar la diseccion de inflorescencias.

o I|dentificar los 6rganos sexuales masculinos.

o Obtener las células gaméticas masculinas en fase temprana de desarrollo.
o Fijary tefiir las células gaméticas.

o Observar e identificar por microscopia 6ptica células en alguna fase de la 12 0 22 division meidtica.
Hipotesis

Generada por el estudiante.

Material y equipo

Material por equipo

1 Microscopio estereoscopico.

1 Microscopio 6ptico.

1 Estuche de diseccidn.

2 Jeringas de insulina (se ocuparan las agujas, para la diseccion).
1 Caja de portaobjetos.

1 Caja de cubreobijetos.
Material proporcionado por los alumnos

Botones florales en primeras etapas de desarrollo de Gibasis geniculata (apagafuego, hoja de cucaracha, mataliz) o botones
florales en primeras etapas de desarrollo de otra planta que se disponga.
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Reactivos

« FEtanol.

o Acido acético.
o Orceina.

« Acdo dorhidrico (HCl).

Soluciones

« Solucién de etanol con dcido acético 3:1 (100 mL).

o HCal 1N (0mL).

o Solucién de acetorceina: Calentar a ebullicion 55 mL de dcido acético, agregar 2 g de orceina y dejar hervir 7-10 min. Dejar
enfriar totalmente y agregar 55 mL de agua destilada. Filtrar y mezclar 90 mL de esta solucién con 10 mL de HCI T N.

Procedimiento experimental

A. Obtencion de las células gaméticas

1. De la planta elegida, obtener los botones florales en las primeras etapas de desarrollo y colocarlas en un portaobjeto. Ejem-
plo de la muestra de interés.

2. Agregar una gota del fijador y hacer la diseccidn bajo el microscopio estereoscopico.

3. Conla punta de las agujas de las jeringas de insulina quitar parte de los sépalos, que se ven en color verde, y dejar al descu-
bierto los estambres con las anteras.
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4. Cortar las anteras y separarlas del resto de tejido vegetal. Si la muestra se seca se puede agregar otra gota del fijador.

\ .-'-.._,.-I"“-'II"'T-'F

2N,

5. Una vez separadas las anteras, con la punta de la jeringa abrir la antera y liberar las células gaméticas del saco y con la punta

de la aguja esparcirlas en una pequena drea del portaobjetos.

B.Tincion de las células gaméticas
1. Dejar secar el fijador de la muestra.

2. Agregar a la muestra una gota de solucion de acetorceina, colocar un cubreobjetos y reposar 5-10 min.

3. Posteriormente colocar el portaobjetos con el cubreobjetos en una toallita de papel a modo de sandwich y presionar, para

quitar el exceso de colorante.

4. Observar al microscopio dptico con los objetivos de 10, 40 y 100 X. Al usar el objetivo de 100 X, no olvidar colocar una gota

de aceite de inmersidn en el cubreobjetos. Obtener fotos de las figuras meiéticas.

5. Realizar el conteo de células en varios campos observados para obtener el indice meiético.

Resultados

1. Hacer observaciones al microscopio ptico para encontrar células en diferentes etapas de la division meidtica, capturar ima-

genes e indicar caracteristicas y aumento, como se muestra en el ejemplo a continuacion.

Tétradas.

Metafase.
22 div. meioética.

Profase.
22 div. meiotica.

Telofase. |
22 div. meiotica.

Basd P

ke T - -,

Figuras mei6ticas en una muestra de Gibasis geniculata.
2. Determinar el indice meiético:

indice meidtico = NL,Jmero de celulasl en meiosis X 100
Numero total de células contadas
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Analisis de resultados

Nota: Recordar que los puntos que se dan a continuacion son una base para realizar el andlisis.
o Tipo de muestras y células donde se observa la meiosis.
o Indice meidtico encontrado.

Explicar cudl es el significado de encontrar células con 2 niicleos o tétradas y nimero cromosémico en ellas.
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Conclusion generada por el estudiante

Cuestionario previo

1.

> NN

Esquematizar y describir brevemente qué es la meiosis y sus fases.

Mencionar las partes de la flor y resaltar las estructuras sexuales femeninas y masculinas.

Referente a la planta utilizada indicar el nimero de cromosomas que presenta en su fase diploide y haploide.
{Cudl es la funcion del fijador y cudl la del colorante empleado en esta préctica?

(En qué etapa de la meiosis serd posible observar tétradas? Explicar.
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