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PRESENTACION

La Biologia es una disciplina que forma parte de las Ciencias Naturales. Su principal
objetivo es el estudio del origen, de la evolucion y de las propiedades que poseen
todos los seres vivientes. La palabra biologia deriva del griego y significa “estudio
de la vida, de los seres vivos” (bios = vida y logos = estudio, ciencia, tratado). La
biologia es el estudio cientifico de los seres vivos. Los bidlogos definen a los seres
vivos, como todos los seres descendientes de un solo ancestro celular que vivio,
hace unos 4 mil millones de afios. Debido a su ancestro comun, los seres vivos

comparten muchas caracteristicas que no son encontradas en el mundo no viviente.
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NORMAS GENERALES DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO

1. Antes de realizar una practica, debe leerse detenidamente para
adquirir una idea clara de su objetivo, fundamento y técnica. Los
resultados deben ser siempre anotados cuidadosamente apenas se
conozcan.

2. El orden y la limpieza deben presidir todas las experiencias de
laboratorio. En consecuencia, al terminar cada practica se procedera
a limpiar cuidadosamente el material que se ha utilizado.

3. Cada grupo de practicas se responsabilizara de su zona de trabajo y
de su material.

4. Antes de utilizar un compuesto hay que fijarse en la etiqueta para
asegurarse de que es el que se necesita y de los posibles riesgos de
su manipulacién.

5. Todo el material, especialmente los aparatos delicados, como lupas y
microscopios, deben manejarse con cuidado evitando los golpes o el
forzar sus mecanismos.

6. No pipetear nunca con la boca. Se debe utilizar la bomba manual, una
jeringuilla o artilugio que se disponga en el Centro.

7. Las pipetas se cogeran de forma que sea el dedo indice el que tape
su extremo superior para regular la caida de liquido.

8. Cuando se calientan a la llama tubos de ensayo que contienen
liqguidos debe evitarse la ebullicion violenta por el peligro que existe
de producir salpicaduras. El tubo de ensayo se acercard a la llama
inclinado y procurando que ésta actie sobre la mitad superior del
contenido y, cuando se observe que se inicia la ebullicién rapida, se
retirard, acercandolo nuevamente a los pocos segundos y retirandolo

otra vez al producirse una nueva ebullicion, realizando asi un
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calentamiento intermitente. En cualquier caso, se evitara dirigir la
boca del tubo hacia la cara o hacia otra persona.

9. Los cubreobjetos y portaobjetos deben cogerse por los bordes para
evitar que se engrasen.

10. Durante el desarrollo de la practica utilice siempre su bata blanca.

11. Debe revisar su microscopio antes de empezar la practica. Si detecta
alguna anormalidad, avise inmediatamente al docente.

12. En el laboratorio se prohibe comer, fumar, conversar en voz alta. Es

imperativo que el estudiante trabaje en silencio
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PLAN DE TRABAJO DEL ESTUDIANTE
1. Previamente a la practica, lea los procedimientos que se va a realizar y prepare
todos los aspectos tedricos correspondientes, y los materiales y/o muestras

necesarias para la ejecucion de la misma.

2. Anote cuidadosamente sus resultados: el examen de la practica no solo se
limitara a la informacién proporcionada por el manual o el docente sino también por

sus propias observaciones, investigacion y deducciones.

3. Asegurese que la superficie del meson esté limpia y seca antes de comenzar la

practica.

4. En la mesa de trabajo solo debe estar el material necesario para la realizacion

de la practica. Debe estar limpio y ordenado.
5. Asegurese de marcar adecuadamente las laminas, tubos y/o cajas de cultivos.

6. Tome todas las precauciones necesarias (evite contacto con 0jos, bocay el resto
del cuerpo) al momento de trabajar con microorganismos. Recuerde que los

microorganismos con los que va a trabajar son patdgenos.

7. Practique varias veces el procedimiento y en caso de dudas pregunte a su

docente.

8. Anote y/o dibuje todo los fendmenos observados y los resultados obtenidos para

una mejor realizacion del informe de laboratorio.

9. Al terminar, limpie la zona de trabajo descartando el material que no necesite.
Descarte los medios usados en los sitios destinados para esto. No deje material

contaminado en las mesas de trabajo al finalizar la préactica.

11. Limpie el microscopio antes y después de la practica. Recuerde que este equipo

es fundamental para su trabajo. jCuidelo!

12. Siempre tenga en cuenta las normas de bioseguridad.
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MATERIALES PARA TODAS LAS CLASES

1. LAminas (portaobjetos).
2. Laminillas (cubreobjetos).
3. Lapiz de Cera o marcador cristalografico.
4. Cinta de enmascarar.

5. Colores.

6. Palillos.

7. Guantes desechables.

8. Mascarilla o tapabocas.
9. Gafas de proteccion.

11. Toalla pequeiia.

12. Papel de arroz.

13. Asa bacterioldgica.

14. Muestra solicitada.

15. Guias de laboratorio previamente estudiadas.
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PRACTICA No. 1

EL MICROSCOPIO

l. INTRODUCCION
EL MICROSCOPIO Y EL DESCUBRIMIENTO DE LAS CELULAS

Debido a su tamafio pequefio, las células sélo pueden observarse con la ayuda de
un microscopio, instrumento que aumenta la imagen de un objeto diminuto. No se
sabe cuando los seres humanos descubrieron la capacidad de una superficie curva
de vidrio para desviar la luz y formar imagenes. El descubrimiento de las células se
acredita por lo general a Robert Hooke, un microscopista inglés que intento resolver
fue por qué los tapones de corcho eran tan adecuados para contener el aire en una
botella. En 1665 tomd un corcho limpio y con un cuchillo afilado corté un pedazo y
entonces lo examind con un microscopio y percibié que tenia una apariencia porosa,
muy semejante a un panal de abejas. Hooke llamo a los poros células debido a que
se asemejaban a las celdas habitadas por los monjes de un monasterio. En la
actualidad se sabe que Hooke observé las paredes celulares vacias que
corresponden al tejido vegetal muerto, es decir, paredes que en su origen

elaboraron las células vivas circundantes.

Mientras tanto, Anton van Leeuwenhoek, un holandés que, durante 50 afios, envio
cartas a la Royal Society of London en las que describié sus observaciones
microscopicas, hecha tras examinar gotas de agua estancada bajo el microscopio y
para su asombro observd gran cantidad de “animaliculos” en el campo del
microscopio que iban y venian ante sus 0jos. Van Leeuwenhoek también fue el
primero en describir diferentes formas de bacterias presentes en el agua resultante
de remojar pimienta y en el material del raspado de sus dientes. Sus cartas iniciales
remitidas a la Royal Society, en las que describe este mundo todavia no
descubierto, se tomaron con tal escepticismo que la sociedad mandd a Robert
Hooke para confirmar las observaciones. Hooke hizo lo indicado y Leeuwenhoek se
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convirtié6 de inmediato en una celebridad mundial y recibio visitas en Holanda de

Pedro el Grande de Rusiay la reina de Inglaterra.

El microscopio se puede definir como un instrumento Optico que nos permite

observar objetos pequefios que escapan a la percepcion del ojo humano.

MICROSCOPIO SIMPLE
Compuesto por lentes convergentes que producen imagenes virtuales derecha y
aumentada.

Este microscopio aumenta de 15-20 veces la imagen del objetivo observado.

MICROSCOPIO COMPUESTO
En él se combinan la amplificacion de dos sistemas de lentes, ambos convergentes
gue se encuentran colocados en los extremos de un tubo.

e OBJETIVO: Este lente se sitla cerca del objeto que se observa.

e OCULAR: es 0 son los lentes del microscopio mas proximos al observador.

Se pueden obtener aumentos de 50 a 1.000 veces segun la combinacion de lentes
y longitud de onda utilizada en la iluminacion, producen una imagen virtual e

invertida.

Tiene dos partes:
1. Parte mecanica. Pie, columna, platina, tubo y revolver.
e Pie: Eslabase del microscopio, soporta peso y da estabilidad al microscopio.
En él reposa la fuente luminosa.
e Columna: Es un vastago perpendicular al pie, también llamada brazo, en la
parte superior sustenta el tubo del microscopio.
e Platina: Es una plataforma con un orificio central circular, sobre esta se
coloca la preparacion, que permite el paso de los rayos procedentes del foco

situado por debajo de ella. Es paralela al pie y perpendicular a la columna a

10
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la cual va unida. Puede deslizarse a lo largo de la columna mediante un
tornillo situado en ella lamado Macrométrico o de avance rapido, existe otro
tornillo mas pequefio con un movimiento mas lento: el micrométrico o de
ajuste fino del enfoque. Tiene dos pinzas que retienen el portaobjetos. Tiene
un sistema de cremallera guiado por dos tornillos de desplazamiento (carro)
gue permiten mover la preparacion de delante hacia y en forma horizontal.
Tubo: Es una camara oscura y esta unida a la columna por medio de una
cremallera en cuyo extremo superior estan los oculares y en el inferior esta
ubicado el revolver.

Revoélver: Pieza metalica en forma de casquete en donde estan ubicados los

diferentes objetivos.

Parte Optica: Objetivos, oculares, aparato de iluminacion.

Objetivos

Sistema de lentes convergentes montados en un tubo metélico. Proporciona
una imagen real aumentada e invertida. El aumento inicial del objeto es
producido por el objetivo; la imagen se transmite al ocular donde se realiza
el aumento final, a mayor aumento mayor namero de lentes forman el

objetivo.

Este aumento esté grabado en el tubo del objetivo: 10X = aumenta 10 veces
Segun las condiciones de empleo y mecanismos de construccion los

objetivos se clasifican en:

a) Objetivos a seco: no necesitan interponer ninguna sustancia entre el objetivo y

la preparacién. La preparacion y el lente estan separados por el aire.

% Objetivos de exploracion: 3.5X 0 4.5X

+ Objetivos de bajo aumento: 10X

b) Objetivos de correccion: corrige el defecto que tienen los objetivos a seco

empleando en la preparacion un cubre objeto.

11
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% Objetivos de gran aumento: 40X
c) Objetivos de inmersion: son los que requieren que entre el lente frontal y la
preparacion se interponga un liquido transparente con un indice de refraccion
superior al del aire. Son los que producen mayores aumentos, pero la principal
razén de su uso es la propiedad descubierta por Amici de que a igualdad de
aumento son mucho mas luminosos, pues el liquido interpuesto impide la
desviacién de los rayos mas oblicuos y la lente frontal recoge asi muchos mas
rayos para la formacién de la imagen. Se puede utilizar como sustancia de

inmersion, agua, aceite y monobromuro de naftaleno.

Ocular

Consta de dos 0 mas sistemas de lentes que se encuentran adaptados en el
extremo superior del tubo del microscopio. Recoge la imagen del objetivo
transformandola en una imagen virtual, aumentada y derecha. La lente que
pega con el ojo humano: ocular, lente inferior - interna: recolectora o de campo;
los oculares cubren una gama de aumentos que varia de 6 a 25X, las mas

usadas son de 10X.

Se obtiene mayor resultado con objetivos de gran aumento que con oculares de
mayor aumento debido a que el poder de resolucion reposa en el objetivo.

Sistema de iluminacion

La luz es producida por una lampara halégena situada en la base del
microscopio, seguidamente encontraran el Condensador y el Diafragma o lIris
gue ayudan a regular la intensidad y la cantidad de luz respectivamente. Entre
la fuente de luz y el condensador de algunos microscopios existe el portafiltros:

ellos interceptan el haz de luz antes de que entre al condensador.

12
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PODERES O CAPACIDAD DEL MICROSCOPIO
Se podria pensar que al emplear lentes adicionales se lograrian aumentos, pero
en la formacién de la imagen no solo es importante la ampliacién, se requiere que
la imagen sea nitida, para lo cual es necesario combinar los diferentes poderes del
microscopio como son:

a. Poder de aumento o ampliacion.

b. Poder de resolucién o separacién.

c. Poder de definicion.

a. Poder de aumento o ampliacién
Permite magnificar la imagen. Es el poder de amplificar los objetos lo
suficiente para que el ojo aprecie los detalles mas finos con precision e
independientemente. Se indica colocando X después de un namero.
10X 40X 110X Objetivos
5X 10X 15X Oculares

En el microscopio compuesto la ampliacién es igual al proceso del aumento del
objetivo por el aumento del ocular.
A Total = A Objetivo x A Ocular

b. Poder de resolucion o separacion
Es la capacidad de mostrar distintos y separados dos puntos muy
proximos, el poder de resolucion radica en el objetivo. Es la capacidad de
distinguir los detalles finos.
% Limite de resolucion
Es la distancia minima a la que pueden estar situados dos puntos para su perfecta
diferenciacion.

Depende de la longitud de onda de la luz utilizada en la observacién y de la apertura

numérica del objetivo.

13
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< Poder de resolucion = )\

2 NA
= Longitud de onda

2
N.A

Constante

Apertura numérica

El poder de resolucion es mayor cuanto menor es el limite de resolucion.

c. Poder de definicion

Permite formar imagenes claras con contornos definidos. Se esta hablando

principalmente de contraste y depende de la calidad del lente.

Los lentes tienen defectos que se llaman aberraciones esféricas y

aberraciones cromaticas.
% Aberracion esférica

Es la imposibilidad de la lente de hacer coincidir todos los rayos en el foco
% Aberracion Cromatica
Es el defecto de la lente que produce imagenes borrosas y coloreadas.
Estas aberraciones son corregidas por el empleo de lentes y de mineral

fluoritico.

MICROSCOPIO DE CAMPO OSCURO
Es un microscopio ordinario cuyo sistema condensador es modificado
permitiendo la iluminacion oblicua de modo que ningun rayo directo penetre
en el microscopio.
El condensador es modificado al solo dejar pasar un cilindro hueco de luz.
Sin embargo, los rayos periféricos y paralelos que constituyen el cilindro se

reflejan y permiten observar los objetos brillantes sobre el campo oscuro.

14
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MICROSCOPIO DE CONTRASTE DE FASE
Varia los contrastes de la imagen utilizando diferencias en la absorcion y de

marcha de los rayos en el sistema Optico del microscopio.

Este microscopio permite observar objetos transparentes y no coloreados
aprovechando mediante dispositivos especiales las pequefias diferencias de
espesor e indice de refraccién entre el objeto y el medio que lo rodea, asi un
microscopio Optico ordinario se puede convertir en uno de contraste de fase con

objetivo de fase provisto de las correspondientes placas.

15



| CORPORACION UNIVERSITARIA

 RAFAEL NUNEZ

I. TALLER

I Guia de Laboratorio de Biologia

1. Identificaciéon de las partes del microscopio.

16
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PRACTICA No. 2
MANEJO DEL MICROSCOPIO
l. INTRODUCCION
Nuestra capacidad para observar detalles estructurales de las células depende de

manera importante de las herramientas con las que contemos.

El microscopio compuesto ha sido de crucial importancia para el desarrollo de la

ciencia y sigue siendo una herramienta basica en la investigacion de rutina.

I. OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

% Reconocer la importancia del microscopio
% manejar correctamente el microscopio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Manejar correctamente el microscopio.
% Sefalar los componentes mecanicos y opticos que constituyen el
microscopio.

% Realizar montajes himedos.
% Comprobar las propiedades 6pticas que posee el microscopio.

L)
L)

1. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

% Agua destilada.
% Microscopio compuesto eléctrico.
% Portaobjetos.

V. MUESTRAS

% Pelo de ceja.

% Recorte de periddico (letras).
< Hilo.

% Cristales de sal o azUcar.

17



\ CORPORACION UNIV ERSITARIA

RAFAEL N UNEZ Guia de Laboratorio de Biologia

V. PROCEDIMIENTO:

Manejo del Microscopio

< Observacion a través del microscopio:

Para el uso correcto del mismo es importante y necesario seguir los pasos que se

describen a continuacion.

1.

2.

3.

lluminacion.
Prenda el microscopio con el objetivo de menor aumento (10X), observe por el
ocular y ajuste la luz hasta lograr una iluminacién uniforme en el campo de vision.

El condensador debe estar cerca de la platina y el diafragma abierto.

Enfoque.

Actualmente los microscopios poseen lentes parafocales, es decir, tienen un
sistema sincronizado de enfoque a diferentes aumentos. Asi una vez enfocada
la preparacion a menor aumento, queda enfocada al utilizar el objetivo de mayor
aumento. Para un ajuste mayor, se debe mover ligeramente el tornillo

micrométrico.

Por el contrario, los microscopios antiguos tenian lentes no parafocales y se
corria el riesgo que al girar el revolver y pasar de una lente de menor aumento

a una lente de mayor aumento, ésta ultima tropezara con la preparacion.

Para el enfoque el procedimiento técnico es el siguiente:

Enfoque visual a menor aumento

- Se coloca la preparacion centrada en la platina.

- Mirando por fuera, se acerca el objetivo de menor aumento a la lamina,
girando el tornillo macrométrico hasta que quede a una distancia ligeramente

menor de la distancia de trabajo.

18
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Ahora se enfoca girando el tornillo macrométrico hasta ver la imagen del
preparado.

Una vez obtenida la imagen, complete el enfoque con el tornillo micrométrico
o de ajuste fino. Si es necesario, gradua la intensidad luminosa ajustando la

apertura del diafragma y la altura del condensador. Evite sobreiluminacion.

4. Enfoque visual a mayor aumento

Una vez observada la preparacion a menor aumento, pase a posicion de
trabajo el objetivo de mayor aumento, girando suavemente el revolver.

Para el caso de microscopio con lentes parafocales, queda enfocado
automaticamente y se afina el enfoque con el tornillo micrométrico.

Si el microscopio posee lentes no parafocales, la lente puede tropezar con
la preparacion, entonces levante el objetivo empleando el tornillo
macrometrico y proceda a acercar el objetivo a la preparacion a menos de
1mm observando por fuera y no a través del ocular. Enfoque la imagen con

el tornillo micrométrico alejando siempre el objetivo de la preparacion.

5. Enfoque visual con el objetivo de inmersién (100X)

Coloque una gota muy pequefia de aceite de inmersion sobre la laminilla

cubreobjetos (si la preparacién es un extendido fijado, coloque la gota de aceite

de inmersion directamente sobre la ldmina) y proceda como en el caso anterior,

teniendo en cuenta que la distancia de trabajo es menor con el objetivo de

inmersion y se requiere mayor intensidad de luz.

6. Precaucioén

Una vez realizada la observacién limpia con papel de lentes el objetivo de

inmersion pues al solidificarse se puede dafiar la lente. Para lo anterior, tenga

cuidado de girar el revolver directamente al objetivo de menor aumento sin

devolverlo ya que mojaria el objetivo de mayor aumento con aceite de inmersion.

Finalmente, retira la lamina del microscopio.

19
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% Recomendaciones para el cuidado del microscopio

Al limpiar las partes 6pticas utiliza solo papel de lentes y xilol, no use pafiuelo.
En caso de no lograr una limpieza apropiada, solicite ayuda al profesor.

En las preparaciones de montaje hiumedo o coloreado no debe quedar liquido
sobre la laminilla o debajo de la lamina. Las preparaciones no deben tocar la
lente de los objetivos.

Al colocar o retirar una lamina, el objetivo de menor aumento debe estar en
posicidn de trabajo. Cuando utilice micropreparados fijese en que la laminilla
guede en la cara superior de la lamina, es decir mirando hacia el objetivo.
Mantenga seca y limpia la platina del microscopio. Si se derrama sobre ella
algun liquido, séquela utilizando panola o papel absorbente.

Limpie siempre el objetivo de inmersion después de usarlo, solo con papel
para lente o papel de arroz.

No debe retirar ningin componente 6ptico o mecanico del microscopio, ni
intercambiar los oculares.

Una vez utilizado, el microscopio debe quedar limpio y con el objetivo de
menor aumento en posicion de trabajo.

Para transportar el microscopio tomelo del brazo del aparato con una mano
y con la otra de la base, siempre en posicion vertical pues al voltearlo se

pueden caer las lentes y el espejo.

Realizar un montaje himedo de una letra pequefia de un periddico

Haga el montaje de la siguiente forma:

= Sobre una lamina portaobjetos limpia, coloque una gota de agua.

= Dentro de la gota de agua ponga la letra impresa.

= Acerque la laminilla en posicion oblicua y apoyando una arista sobre la
lamina al lado de la gota, déjela caer suavemente sobre esta.

» Lapreparacion debe quedar totalmente cubierta y embebida en el liquido.
Evite el exceso de agua colorante en preparaciones coloreadas, en los

bordes de la laminilla o0 sobre esta retire el sobrante con papel absorbente.
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= Antes de colocar la lamina sobre la platina, fijese que esté completamente
seca en la parte inferior. Si usted ve que la preparacion se esta
deshidratando puede agregar agua en forma de gota y al lado de la

laminilla.

Observar el montaje a través del microscopio

VI.

= |nicie sus observaciones con el objetivo de menor aumento, el cual le
brindara una imagen panoramica amplia'y con mayor profundidad de foco.

» Luego pase a mayor aumento y precise las estructuras.

= Siéntese en posicidn correcta y comoda para observar y dibujar.

= Acostumbrese a observar con ambos 0jos abiertos eso le evitara la fatiga

ocular.

TALLER
¢, Cudles son los pasos para la elaboracion de un montaje humedo?
¢, Como se procede para lograr una iluminacion adecuada?
¢, Como se enfoca el microscopio al iniciar la observacion?
¢, COmo es la posicion de la imagen resultante?
¢Al mover el portaobjetos de derecha a izquierda a qué lado se mueve la
imagen?
¢,Con qué objetivo se logra una imagen completa o un campo de visibn mas
grande?
¢,Con qué objetivo se observa mejor los detalles de una imagen?
¢, Con el objetivo de mayor aumento se necesita mayor o0 menor iluminacion

de la que se necesita con el de menor aumento?

Observar una hebra de hilo, los cristales de sal o azucar y el pelo de ceja

- Realice un montaje humedo de cada uno.

- Obsérvelos al microscopio siguiendo los pasos anteriores.
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Conclusiones finales

¢, Cual es la utilidad del microscopio?

- ¢Qué imagen produce el microscopio simple?

- ¢Qué imagen produce el microscopio compuesto?
- ¢Qué imagen produce el objetivo?

- ¢Qué es poder de resolucion?

- ¢Qué imagen produce el ocular?

- ¢Para qué sirve el aceite de inmersion?
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PRACTICA N°3

OBSERVACION DE CELULAS EUCARIOTAS

|. INTRODUCCION
La teoria celular establece que las células son la unidad fundamental de todos

los organismos. Dos cientificos alemanes, el botanico Mattias Schleiden en
1838y el zodlogo Teodor Schwann en 1839, fueron los primeros en sefialar que
las plantas y los animales se componen de grupos de células y que la célula es
la unidad béasica de los seres vivos.

Las células se pueden dividir en dos grandes grupos, segun la estructura y

complejidad celular.

Los EUCARIOTAS, que son organismos cuyas células poseen orgéanulos

rodeados por membranas, principalmente el nucleo.

Los PROCARIOTAS, cuyo DNA no estd contenido en el nucleo, por lo que
carece de membrana nuclear y todos los componentes celulares se hallan
dispersos en el citoplasma.

Las células son los componentes de todos los seres vivos. Las células vegetales
son de forma y tamafio variado, por lo que normalmente hay que recurrir, para
su observacion, a un microscopio.

Para la tincion de los cortes vegetales se usan un reducido numero de
colorantes; los mas usados son:

= Eosina (para observacion de ndcleos).
= Lugol (para observacion de almidones).
= Azul de metileno.

. OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

« Establecer las caracteristicas fundamentales de las células eucariéticas

y procarioticas.
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% Establecer las diferencias fundamentales entre las células vegetales y

animales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
< ldentificar las diferentes estructuras celulares de las células eucaribticas

vegetales y animales.

+« Identificar y reconocer las estructuras celulares en: corcho, cebolla y

células epiteliales.

. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS
% Lugol.

% Azul de Metileno.

% Microscopio.

% Cubreobjetos.

% Portaobjetos.

% Pinzas.

% Espatula.

% Bajalenguas.

% Palillos.

< Cuchillas.

II. MUESTRAS
< Corcho.
< Cebolla.

« Célula del carrillo de la boca.
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[l PROCEDIMIENTOS GENERALES
Estructura del Corcho
Con una cuchilla haga un fino corte de corcho bien delgado que permita su
observacion en el microscopio.
Coloque un fragmento en un microscopio, agregue dos gotas de agua,

coloque un cubre objetos.
Enfoque con menor y mayor aumento. Dibuje lo observado.
¢, Qué caracteristica tiene la estructura del corcho?

Células de la Cebolla
Parta longitudinalmente la cebolla por la mitad, separe una de las hojas de la
parte interna. Con la ufia desprenda la membrana de la cara interna (cOncava

de la hoja).

Esta membrana es tenue y traslicida. Deposite en pequefio fragmento de
epidermis en un portaobjetos, adicionele dos gotas de agua, ubique el cubre

objetos; observe con menor y mayor aumento.
Dibuje qué observa en cuanto a la forma, observa la pared celular.

Tome dos fragmentos de epidermis de cebolla y sitielos en dos portaobjetos:
a uno agréguele una gota de azul de metileno, al otro agréguele una gota de

lugol.
¢ Qué diferencias observa en ambos montajes? Anételas.

IV. TALLER
e Qué formas tienen las células?
e |dentifique: Pared celular, Citoplasma, Nucleo, Nucléolos.
e (Qué estructuras absorben preferencialmente el colorante?

e . Qué forma tiene el nucléolo, cuantos observa?
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Células epiteliales humanas (Mucosa Bucal)

Las células humanas tienen fundamentalmente la misma organizacion que
las células vegetales, pero tienen diferencias significativas como: no

poseen clorofila y no cuentan con pared celular.

Procedimiento
Con un baja lenguas, raspe ligeramente la cara interna de la mejilla de la
boca. Coloque la sustancia desprendida en un portaobjeto. Agregue una
gota de agua. Macere el contenido con un palillo de dientes, hasta que las
células se hayan desprendido del tejido. Agregue una gota de azul de
metileno o violeta Genciana. Deje actuar 3-4 minutos. Coloque un cubre

objetos y observe con 10X y luego con 40X.

e /;Qué observa?
e (Qué diferencias observa con las células de la cebolla?
e (Cbmo son las separaciones entre una célula y otra?

e Calcule el tamafio de una célula.

TALLER 2

e (Qué diferencias existen entre la estructura de la célula del corcho, de la
cebolla y las células de la mucosa bucal?
e (Porqué el nucleo de las células de la cebolla capta con mayor intensidad

el colorante que el citoplasma?

26



v ".'3};'-, CORPORACION UNIVERSITARIA
s

: RAFAEL NUNEZ Guia de Laboratorio de Biologia

e i e
T —

OBSERVACION MICROSCOPICA DE UN TEJIDO VEGETAL

OBSERVACIONES

Aumento Total Aumento Total

Aumento Total

CONCLUSIONES
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OBSERVACION MICROSCOPICA DE CELULAS EPITELIALES DE
LA MUCOSA BUCAL

OBSERVACIONES

Aumento Total Aumento Total

Aumento Total
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PRACTICA No. 4
OBSERVACION DE CELULAS CON CLOROPLASTOS
Y CELULAS CON AMILOPLASTOS

l. INTRODUCCION

Algunas células de plantas y algas llevan a cabo un conjunto complejo de
reacciones de conversion de energia que se denomina FOTOSINTESIS.

Los cloroplastos son organulos que contienen los pigmentos verdes, clorofila a 'y
b, que captan energia luminosa para la fotosintesis. Ademas, que poseen diversos

pigmentos fonoabsorbentes amarillos y anaranjados llamados CAROTENOIDES.

Dentro del grupo de plastidios despigmentados, entre ellos los amiloplastos, que

almacenan almidon en las células raices y tubérculos.

I. OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

% Establecer los tipos de plastidios que pueden estar en las células
vegetales

% Establecer las funciones de los plastidios de las células vegetales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Identificar los cloroplastos de las células de Elodea y recordar su
importancia.

% Reconocer y establecer la diferencia entre los amiloplastos de los

diversos tipos de alimentos.

0,
L X4

Identificar los componentes quimicos que almacenan los amiloplastos.
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1. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS
< Lugol.

% Microscopio.

% Cubreobjetos.

% Portaobjetos.

% Cuchilla.

V. MUESTRAS
Elodea.

R
L X4

2
°o

Papa.

V. PROCEDIMIENTO:
La planta acuética Elodea nos sirve para observar los plastidios que contienen el
pigmento de clorofila, que da el color verde a las plantas y forma estructuras
llamadas Cloroplastos donde se efectua la fotosintesis.

CLOROPLASTOS
Remueva una hoja de Elodea cerca de la yema, coloque un portaobjetos limpio.

Agregue una gota de agua a su medio, cubra con un cubreobjetos.

Observe con mayor y menor aumento.

VI. TALLER

% ¢Qué forma tienen las células?
% ¢Qué partes de la célula alcanzan a distinguirse?
% ¢Cbomo son los Cloroplastos, alcanzan a distinguirse?

% ¢Como estan organizados en la célula?
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Ubique dos células y observe el movimiento que realizan los Cloroplastos
denominado Ciclosis, describa el fenémeno.

¢ En qué forma se mueven, cual es la causa del movimiento?
¢ En qué consiste la fotosintesis?

¢, Cudles son los componentes iniciales y finales del proceso?

AMILOPLASTOS

Con la cuchilla haga ejercicios de corte microscopico de la papa, procurando

obtener cada vez mas cortes mas delgados.

Tome uno de los cortes y depositelo en un portaobjetos y coloque el cubreobjetos.

Observe con mayor y menor aumento.

¢ Qué observa? dibuje.

Coloque un corte de la papa en un portaobjetos y agregue una gota de

Lugol y coloque el cubre objetos. Al entrar en contacto el Lugol con el almidén del

amiloplasto, toma un color azul violeta. Observe la forma de la célula y de los

amiloplastos.

¢, Qué formas tienen las células? Dibujelas.

¢, Como esta formado el Lugol?
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OBSERVACION MICROSCOPICA DE AMILOPLASTOS

OBSERVACIONES
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OBSERVACION MICROSCOPICA DE CLOROPLASTOS

OBSERVACIONES

Aumento Total Aumento Total

Aumento Total
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PRACTICA No.5
OBSERVACION DE GLOBULOS ROJOS
(MANEJO DE OBJETIVO DE INMERSION)

l. INTRODUCCION

Los seres vivos todos estan conformados por millones de células. La sangre es el
medio en el cual las moléculas nutricias, procesadas por digestién y las moléculas
de oxigeno captadas a través de los pulmones, son transportadas a cada una de

las células del organismo.

Il OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

% Conocer un tipo de célula eucaridtica animal y sus principales

caracteristicas

% Aprender a utilizar el objetivo de 100x y el uso del aceite de inmersién.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Conocer la composicion de la sangre y los diferentes tipos de células que la

conforman.

% Definir las principales funciones desempefiadas por las células humanas en

el hombre.

% Conocer los objetivos de 100X y realizar un enfoque con aceite de

inmersion.

1. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS
< Alcohol.
< Solucién Salina 0.9%.

% Microscopio.
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Algodon.

%

L

°o

Lancetas.

*

0>

S

Cubreobjetos.

°o*

L

Portaobjetos.

V. PROCEDIMIENTO:

a. Desinfecte con alcohol y algodon la yema de su dedo indice. Su compafiero de
trabajo pinchard el dedo en la zona preparada con una lanceta estéril, para
obtener una o dos gotas de sangre. Quizas sea necesario apretar el dedo indice
para que la sangre salga. Una vez obtenidas las gotas de sangre, presione
suavemente el dedo con el algodon.

b. Deposite las gotas en un portaobjetos y agregue una gota de solucién salina.
¢ Qué observa? ¢ Cudl es la forma de los globulos rojos? ¢ Observa su ndcleo?

c. Tome la placa que se le ha dado, y agregue una gota de aceite de inmersién y
observe en el microscopio. ¢ Cual es el tamafio de las diferentes células de la

sangre? ¢ Con qué aumento han sido observadas en su microscopio?

V. TALLER

Composicién de la sangre y funciones de las células de la sangre.
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OBSERVACION MICROSCOPICA DE GLOBULOS ROJOS

OBSERVACIONES
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PRACTICA No. 6
DETERMINACION CUALITATIVA DE ALGUNAS BIOMOLECULAS

l. OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

- ldentificar algunas biomoléculas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Reconocer la composicion quimica de los reactivos que se utilizan en
la identificacion de biomoléculas.
- Investigar las reacciones que se producen en la identificacion de las

biomoléculas.

. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

e Tubos de ensayo Mecheros de alcohol

e Pinzas Reactivo de Benedict

e Glucosa Frutas maduras (platanito, mango)
e Maicena Lugol

e Agua oxigenada Solucion de clara de huevo

e Macerado de pan Suero fisiologico

e Sulfato de cobre al 0,5% Hidroxido de sodio al 10%

e Extracto de higado Solucion acética de bencidina.

e Leche Buffer salino de fosfato Ph 7,2 0 7,4
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1. PROCEDIMIENTO

Monosacaridos

a) En un tubo de ensayo se vierten 5 ml de Reactivo de Benedict y se calienta
hasta ebullicion. No debe cambiar de color.

b) Se afiade al mismo tubo de ensayo 1 ml de una solucién de glucosa y se
calienta hasta ebullicion. ¢ Qué color aparece? Una turbidez verde indica de
0,1 a 0,3% de azucar reductor y un precipitado rojo naranja indica que la
concentracion de azucar supera el 1,5%.

c) Macere un pedacito de fruta madura y adiciénela a un tubo de ensayo que
contiene 5 ml de reactivo de Benedict. Caliente hasta ebullicion ¢Nota algin
cambio?

d) Analice sus resultados y saque conclusiones.

Polisacaridos

a) Haga una suspension acuosa de maicena y vierta en un tubo de ensayo 2mi
de ella.

b) Agréguele a la anterior solucion dos gotas de solucion de lugol. ¢ Qué cambio
se experimenta?

c) Caliente hasta ebullicion esta solucidén por 2 minutos. ¢ Se experimenta algun
cambio?

d) Deje el tubo de ensayo en reposo hasta que se enfrie. ¢ Qué sucede?

e) Conclusiones.
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Proteinas
a) Diluya la clara de un huevo en 50 ml de suero fisiologico.
b) A 1 ml de la solucion anterior se afiaden 2 gotas de sulfato de cobre al 0,5%
y 1 ml de hidréxido de sodio al 10% ¢ Se produce algun cambio?
c) Haga repita el procedimiento con 3 ml de lecha y compare los resultados
obtenidos en el experimento anterior. Anote y de explicaciones a las
observaciones.

Enzimas (Peroxidasa)

a) Mezcle una porcion de extracto de higado con un poco de buffer de fosfato
de pH 7 y filtre la solucién.

b) Afiada a 1ml de una solucién bencidina en acido acético diluido, 0,5 ml del
extracto de higado 3 o0 4 gotas de agua oxigenada.

c) ¢Qué cambio se produce?

d) Otra muestra de extracto de higado se calienta hasta ebullicion durante 4
min. luego se repite el punto 3 ¢ Qué observa?

V. TALLER

e (Qué es un azucar reductor?

e Cite ejemplos de azucares reductores y no reductores.

e (Cuales son los componentes del reactivo de Benedict?

e (Qué reaccidn se produce cuando se calienta el tubo de ensayo que
contiene reactivo de Benedict y la glucosa?

e . Cudl es el precipitado que se forma en la anterior reaccidon?

e (Cuales son los componentes del Lugol?

e (A gué se debe la desaparicion del color azul violaceo de la solucién
de almiddén cuando se calienta hasta ebullicion?

e . Por qué aparece nuevamente el color cuando la anterior solucion se

enfria?
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e (En qué consiste la reacciéon de Biuret?

e (En qué consiste la reaccion Xantoprotica?

e /A qué se debe la aparicion del color cuando al extracto de rabano se
le adiciona solucion acética de bencidina y agua oxigenada?

e ¢ Por gué no aparece color cuando al extracto de rabano se le adiciona

solucion acética de bencidina y agua oxigenada?
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PRACTICA No.7
MEMBRANA CELULAR

Objetivos

Al concluir este laboratorio usted podra:

1. Explicar como la difusion y la 6smosis son importantes para las células.
2. Mencionar factores que afectan la velocidad de difusién.
3. Explicar qué son soluciones hipotonicas, hipertonicas e isotonicas y cémo

estas influyen en la 6smosis

4. Explicar las diferencias de osmolaridad en los tejidos.

Fundamento tedérico

Las membranas celulares son barreras selectivas que protegen, dan forma, sirven
como soporte para enzimas, separan las células y forman compartimientos

intracelulares. Entre sus distintas funciones estan:

. Regular el transporte de moléculas que entran o salen de la célula o del
organelo

. Generar sefales para modificar el metabolismo.

. Adherir células para formar tejidos.

La membrana celular esta formada por una capa doble de fosfolipidos, proteinas y
carbohidratos. Cada fosfolipido esta compuesto por glicerol, acidos grasos y fosfato,
gue en conjunto crean una barrera hidrofébica entre los compartimientos acuosos
de la célula. Las proteinas permiten el paso de moléculas hidrofilicas a través de la
membrana, determinan las funciones especificas de ésta e incluyen bombas,
canales, receptores, moléculas de adhesion, transductores de energia y enzimas.
Las proteinas periféricas estan asociadas con las superficies, mientras que las

integrales estan incrustadas en la membrana y pueden atravesar completamente la

41



\ CORPORACION UNIV ERSITARIA

RAFAEL N UNEZ Guia de Laboratorio de Biologia

bicapa. La funcion de los carbohidratos adheridos a las proteinas (glucoproteinas)
o0 a los fosfolipidos (glucolipidos) es la de adhesién y comunicacién intercelular. El

colesterol, que es un esteroide (lipido), determina la fluidez de la membrana.
Transporte a través de la membrana: osmosis y difusién

Para que la célula funcione eficientemente, debe mantenerse en la misma un
ambiente estable conocido como homeostasis. Para mantener este equilibrio
existen mecanismos para el transporte selectivo de materiales hacia el interior o
exterior de la célula. Las membranas de la célula son selectivamente permeables,
permitiendo el paso de algunas sustancias o particulas (moléculas, atomos, o
lones), e impidiendo el paso de otras. Esta selectividad se debe a la capa doble de
fosfolipidos de la membrana. La forma en que las moléculas pasan por la membrana
depende en parte de la polaridad de las mismas. Las moléculas hidrofébicas, o no
polares, pasan con relativa libertad a través de la capa de lipidos, mientras que
moléculas hidrofilicas, o polares, incluyendo el agua, y las moléculas de mayor
tamafo, pasan a través de canales formados por proteinas transportadoras. La
regulacion del transporte de las moléculas, o la direccion en que se mueven
depende de su gradiente de concentracion (diferencia en concentracion entre dos

lugares).

Las moléculas se mueven constantemente debido a su energia cinética y se
esparcen uniformemente en el espacio disponible. Este movimiento, llamado
movimiento browniano, es la fuerza motriz de la difusion. Difusion se define como el
movimiento natural de las particulas de un area de mayor concentracion a un area
de menor concentraciébn hasta alcanzar un equilibrio dinamico, en el cual el
movimiento neto de particulas es cero. La difusion no requiere gasto de energia por
parte de la célulay por lo tanto es un movimiento pasivo. Cuando la célula transporta
sustancias en contra de un gradiente de concentracion (de un area de menor
concentracion a un area de mayor concentracion) se requiere energia (ATP) y

sucede movimiento activo.
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El componente principal de la célula es el agua, que actia como solvente (el agente
gue disuelve) de solutos (moléculas organicas e inorganicas suspendidas en la
solucién). ElI movimiento de agua a través de las membranas (que son
selectivamente permeables) se llama osmosis (difusion de agua) y sucede siempre
del area de mayor concentracién de agua (con menor concentracion de soluto) al
area de menor concentracion de agua (con mayor concentracion de soluto). El agua
se movera, entonces, a favor de un gradiente de concentracién hacia el area de
mayor concentracion de soluto (donde hay una menor concentracién de moléculas
de agua libres). Cuando la célula contiene una concentracion de solutos mayor que
su ambiente externo, se dice que la célula esta hipertdnica o que su ambiente es
hipotonico (figura 1a), y como consecuencia, el agua entra a la célula causando que
ésta se expanda y se hinche. Si la concentracién de solutos es mayor fuera de la
célula, se dice que la célula esta hipotdnica a su ambiente y que el ambiente externo
es hipertonico (figura 1b); y la célula pierde agua, se deshidrata y se encoge. Si las
concentraciones de soluto son iguales en ambos lados de la membrana, se dice que
la célula y su ambiente externo estan isoténicos (figura 1c), donde el movimiento

neto de moléculas es cero.

(a) Solucion hipotonica () Solucion hipertonica (<) Solucion isotonica

Ganancia neta de agua Pérdida neta de agua Sin pérdida ni ganancia neta
La célula se hincha La célula se encoge

Crédito: Biologia celular y molecular Gerald Karp 5 edicion

Figura 1. Osmosis: transporte de agua a través de una membrana permeable. En el diagrama
representa una célula selectivamente permeable y el liquido en su ambiente externo es una solucién
en la cual el soluto es sal comun o sal de mesa (cloruro de sodio). (a) La concentracién de sal en la
solucion del envase es mas baja (solucién hipotdnica) que la concentracion de sal dentro de la célula.
(b) La concentracién de sal en la solucién del envase es mas alta (solucion hipertonica) que la
concentracion de sal dentro de la célula. (c) La concentracion de sal en la solucion en el envase y
dentro de la célula son iguales (solucién isotonica). Adaptado de biologia celular y molecular Gerald

Karp.
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Ejercicio de laboratorio

A. Estimar la osmolaridad en las células: En el siguiente ejercicio se observara como

soluciones con diferentes concentraciones afectan el equilibrio y el funcionamiento

de las células. Deseamos saber en qué concentracion la osmolaridad es ideal en

las células. Esto se hara comparando la diferencia en el peso de las muestras para

determinar si las células adquieren o pierden agua en soluciones a diferentes

concentraciones y por consiguiente determinar en qué osmolaridad las células estan

en homeostasis o equilibrio osmético.

Materiales por pareja:

5 vasos desechables.

1 bolsa de suero fisiolégico o solucion salina normal de 500 mL (una sola
bolsa es suficiente para todo el grupo de laboratorio).

1 bolsa de agua destilada de 500 mL (una sola bolsa es suficiente para todo
el grupo de laboratorio).

2 cebollas o papas medianas (lo mas frescas posible y exactamente del
mismo tamario y forma).

Cuchillo.

Toallas o papel absorbente.

Sal comun o sal de mesa.

Marcador delgado.

Cuchara desechable.

Procedimiento:

1.

Rotule los 5 vasos para cada solucion (agua destilada, suero fisiologico,
solucion salina 5%, 10% y 15%)

Afada 100 ml de la solucion correspondiente a cada vaso.

Seleccione 5 fragmentos de papa exactamente de la misma masa (peso
inicial) y coloquelos dentro de cada vaso, déjelos durante al menos una
hora y consigne los datos en la tabla en la casilla peso inicial.

Saque los fragmentos de los vasos, remueva el exceso de agua con papel
absorbente. Asegurese de mantener separados los fragmentos
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correspondientes a cada vaso, establezca la masa y consigne los datos
obtenidos en la casilla peso final.

5. Determine el cambio de peso usando la siguiente férmula y consignela en la
casilla de la tabla cambio de peso.

peso final — peso inicial  y pp

Cambio en peso (%) =
peso inicial

6. Con los datos de la tabla calcule el cambio en peso para fragmento de papa
y prepare una grafica sefialando los cambios en peso.

Resultados del experimento

Concentraciones de las soluciones

0% SSN 5% 10% 15%

jal (9)

icial (g)

de peso %

Gréfica resultados del experimento

Cambio
En
peso

(%)

0% S5N 5% 10% 15%
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Con base a lo observado responda:

1. ¢Se observo diferencia en la textura de fragmentos de papa antes y después
del experimento? ¢ Por qué?

2. ¢A gué concentracion de solucién de sal se observa un cambio en la grafica?

¢, Qué significan los resultados obtenidos?

4. ¢cree usted que el resultado puede variar con un cambio en temperatura?

w

B. Difusion de moléculas de agua: en este ejercicio, se estudiard el movimiento
browniano de las moléculas y el efecto de la temperatura sobre dicho movimiento.

Materiales por pareja:

e 3vasos de vidrio pequefios.

e Agua fria.

e Agua caliente.

e Colorante para comidas (se puede conseguir en tiendas donde vendan
insumos para panaderia). Pueden comprar un frasco pequefio para todo el
grupo de laboratorio (generalmente vienen en un gotero).

e Cronometro (pueden usar el del celular).

Procedimiento:

1. Afada exactamente la misma cantidad de agua en cada vaso (1 vaso agua
fria, 1 vaso agua caliente y 1 vaso agua al clima)

2. Deje reposar los vasos por 10-15 min para que no haya movimiento del
agua.
3. Afada cuidadosamente dos gotas de colorante a cada envase, mida el

tiempo y observe la dispersion del colorante.

¢ Afecto la temperatura la difusion del tinte? Explica tu observacion.
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PRACTICA No. 8
OBSERVACION DE HONGOS Y PROTOZOO0OS

l. INTRODUCCION

OBSERVACION DE ORGANISMOS PERTENECIENTES AL REINO PROTISTA Y
FUNGI: El reino protista consiste en una amplia variedad de organismos
eucaridticos cuya diversidad los hace dificil de caracterizar. Se caracterizan
principalmente por tener una estructura celular eucaridtica, y que es compartida con

organismos de otros tres reinos: animales, vegetales y hongos.

Las células eucaridticas tienen nucleo verdadero y otros organelos rodeados de

membrana como mitocondria y reticulo endoplasmatico.

Protista significa el primero. Pueden ser autotrofos, poseen clorofila y fotosintetizan

como las plantas. Pueden tener diferentes tipos de nutricion.
Pueden ser heterotrofos, obteniendo alimentos por absorcién como los hongos.

Pueden ser semejantes a los animales, ingiriendo alimentos de los cuerpos de otros

organismos.

En ocasiones pueden ser autétrofos y heterétrofos segin su necesidad. Su
reproduccién puede ser sexual y asexual, se movilizan por desplazamiento
ameboide, por flexiéon de células individuales o por ondulaciéon de cilios y flagelos.

Carecen de clorofila y de cloroplastos por eso no fotosintetizan.

Son heterotrofos, pero no ingieren alimentos, ellos excretan enzimas digestivas y
absorben el alimento predigerido a través de su pared celular y membrana

plasmatica.

Son inmoviles y se reproducen por medio de esporas, las cuales se pueden formar

en forma sexual y asexual.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

% Identificar las caracteristicas eucarioticas de los protozoarios y los hongos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

+« Conocer las principales diferencias y semejanzas de los Protozoarios y los

hongos.

REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS
% Pinzas.
% Portaobjetos.
« Cubreobjetos.
% Pan enmohecido.
« Agua estancada.
% Microscopios.
% Azul de metileno.
% Agua destilada.

% Lugol.

PROCEDIMIENTOS

e Con una pequefia aguja de diseccion desprenda una pequeiia porcion de la
masa algodonosa que crecid sobre el sustrato (pan, bollo de yuca) de
manera que incluya parte de este.

e Coloquela sobre el portaobjeto junto con una gota de azul de lactofenol.
Disperse el extendido con la aguja de diseccion.

e Identifique: micelio vegetativo, hifas, esporas, rizoides, conidio. Haga los
dibujos correspondientes.
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V. TALLER

e ;CoOmo se nutren los protozoarios, hongos y bacterias?

¢Cuales son las semejanzas y diferencias entre los protozoarios y los
hongos?

e Consulte: plancton, fitoplancton, funcién en el ecosistema.

‘// 4 /AN ,l Y A

Wim Van Egmond/Science Photo Library
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PRACTICA No. 9
DETERMINACION DE GRUPOS SANGUINEOS ABO

l. INTRODUCCION
La importancia clinica de los grupos sanguineos consiste en su participacién tanto
en las reacciones hemoliticas postransfusionales como en la enfermedad hemolitica
del recién nacido. Los antigenos de grupo sanguineo que se localizan en la
membrana celular también proporcionan marcadores de genes que se utilizan en
antropologia para estudios genéticos de poblaciones humanas y tienen importancia

médica y legal en asuntos de paternidad, biol6gicos y criminalisticos.

El descubrimiento de que los eritrocitos humanos pertenecen a diversos sistemas
antigénicos lo efectu6 Landsteiner en 1900, quien identificé el sistema de antigenos
sanguineos ABO. Este sistema incluye cuatro grupos sanguineos: A, B, AB y O,
basandose en la presencia de los eritrocitos del aglutinégeno A, B, Ay B, o0 ninguno,
respectivamente. Segun el aglutindgeno que exista, en el suero se encuentra la
aglutinina o anticuerpo contra el aglutinébgeno que no esta presente. Asi, una
persona con grupo sanguineo A tiene aglutininas anti-B; si el grupo es B, las
aglutininas presentes son anti-A: el grupo O tiene aglutininas anti-A y anti-B, en tanto
gue el grupo AB no tiene aglutininas. Por lo tanto, es posible determinar el grupo
sanguineo mediante la observacion de las reacciones de los hematies en contacto
con sueros anti-A y anti-B. Si la sangre aglutina con anti-A, el grupo sanguineo es
A; si aglutina con anti-B, el grupo sanguineo es B; si lo hace con anti-A y anti-B, el
grupo sanguineo es AB, y si no aglutina con ninguno de los dos antisueros, el grupo
sanguineo es O. La aglutinacion ocurre cuando las aglutininas se unen a dos
eritrocitos a la vez, lo que hace que éstos se agrupen o aglutinen. Ademas de la
aglutinacion, la unién aglutinina-aglutinégeno produce hemodlisis por lesién de la

membrana celular del eritrocito.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

7
0’0

Reconocer los grupos sanguineos ABO.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar los fundamentos para determinacion del grupo sanguineo en los
sistemas ABO y Rh.

Aplicar la técnica para determinacion del grupo sanguineo e interpretar los

resultados.

Aplicar la técnica de pruebas cruzadas para determinar compatibilidad

sanguinea e interpretar los resultados.

REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS
% Alcohol Anti. A.
% Anti B.
< Anti D.
< Algodon.
% Lanceta.
< Palillos.
% Portaobjetos.

« Tubos 13 x 100.

MUESTRAS
Sangre.
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V. PROCEDIMIENTO

DETERMINACION DIRECTA:

1. Prepare el material completamente.

2. Limpie el dedo central con un algodén empapado en alcohol, haciendo
presion en la base de éste.
Haga una pequefa incisién con la lanceta.

4. Sobre dos portaobjetos marcados previamente de la siguiente manera:

Coloque una gota de sangre en cada marca realizada.

5. Agregar una gota de:
Anti A, Anti B, Anti D.

6. Mezclar con u palillo y menear suavemente.
7. Observar la formacion de grupos (Aglutinacion)

8. Determine el grupo sanguineo.

Reaccion con: Fenotipo
Genotipos
Anti-A Anti-B h(Grupos sanguineos)
IATA [A| + — A
IBIB [B; - + B
- IAB + -+ AB
ii — — 0
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PRACTICA No. 10
OBSERVACION DE LEUCOCITOS
COLORACION DE WRIGHT

l. INTRODUCCION
El 40% de la sangre que no es plasma esta constituida por glébulos rojos

(eritrocitos), glébulos blancos y plaquetas.

Los hematies ya han sido observados en la técnica anterior, por lo que se estudiaran

los leucocitos y plaquetas a continuacion.
GLOBULOS BLANCOS:

Existen unos 5.000 a 10.000 glébulos blancos por mm3 de sangre (1-2 Leucocitos x
100GR).

Estas células son casi incoloras, son mas grandes que los eritrocitos, no contienen

hemoglobina y tienen nucleo.

A diferencia de los eritrocitos, los globulos blancos no estan confinados al sistema

vascular, sino que pueden migrar hacia el liquido intersticial

Estos se clasifican en dos grandes grupos: granulocitos y agranulocitos

NEUTROFILOS
Representan del 60 al 65 por ciento del total de glébulos blancos.

Tienen un diametro que oscila entre 10 y 14 micras el citoplasma es ligeramente

acido y por ello se colorea de color rosa palido, su nucleo es de color violeta oscuro
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con multiples l6bulos unidos por puentes de cromatina.

v

Fuente:Vives J,Aguilar J.Manual de tecnicas de laboratorio en hematologia.4ta
Ed.Espana: Elsevier Espafia.2014.46 p.

BASOFILOS

Es el tipo de glébulos blancos menos abundante en sangre periférica, con un
promedio inferior al uno por ciento .su diametro varia entre 12 y 14 micras, su
citoplasma es acidofilo y presenta granulaciones que contienen heparina. El nucleo

presenta forma irregular con lobulaciones.

Fuente: Vives J,Aguilar Manual de técnicas de laboratorio en
hematologia. 4ta Ed.Espafia: Elsevier Espafia.2014.50 p

EOSINOFILOS
Representan entre el 1 al 3 por ciento de los glébulos blancos su diametro es de
aproximadamente 12 micras. Tiene muchas granulaciones que se tifien con la

eosina, dandole un color pardo anaranjado. El nucleo es de color violeta claro y
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presenta generalmente dos I6bulos unidos por uno de sus extremos.

Fuente: Vives J,Aguilar J. Manual de técnicas de laboratorio en hematologia.4ta Ed.
Espafia: Elsevier Espafa.2014.49 p.

LINFOCITOS
Representan del 20 al 40 por ciento del total de glébulos blancos su diametro va de

7 a 18 micras, el citoplasma es variable en volumen y su nucleo es redondeado.

Fuente: Vives J,Aguilar J. Manual de técnicas de laboratorio en
hematologia.4ta Ed. Espafa: Elsevier Espafia.2014.46 p

MONOCITOS
Constituyen del 2 al 10 por ciento del total de glébulos blancos su diametro va de
14 a 20 micras. El citoplasma es de color gris azulado y abundante. Casi siempre
posee una granulacion cerca del nucleo. Este es generalmente central y

redondeado.

-

Fuente: Vives J,Aguilar J.Manual de tecnicas de laboratorio en hematologia.4ta
Ed.Espaia: Elsevier Espafa.2014.53 p.
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PLAQUETAS:
Son denominadas asi porque parecen pequefas placas, son discos incoloros de

forma redondeada o biconcava, mas pequefos que los eritrocitos.

Las plaguetas son fragmentos citoplasmaticos de células inicialmente grandes, los

megacariocitos que se encuentran en la médula 6sea.

Son en efecto pequefias bolsas con productos quimicos que inician la coagulacion

de la sangre y la agregacion de otras plaguetas.
. OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

% Conocer las caracteristicas morfologicas y funcionales de cada una de las

células sanguineas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
+ Diferenciar morfoldgicamente los Leucocitos, Hematies y plaquetas.

% Desarrollar destreza con el objetivo de inmersion.

[l. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS
% Aceite de Inmersion.

+ Colorante de Wright.

% Microscopios con objetivos de inmersion.

% Atlas con fotografias de las células.

V. MUESTRAS

% Placas de extendidos sanguineos.
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V. PROCEDIMIENTO

e Desinfecte con alcohol la yema de su dedo (anular o medio).

e Su compariero de trabajo pinchara el dedo en la zona preparada con una
lanceta estéril, para obtener una o dos gotas de sangre. Quizas sea
necesario apretar el dedo para que la sangre salga.

e En un portaobjetos, agregue una gota de sangre y con la ayuda de su
instructor realice un extendido. Dejar secar al aire.

e Agregue a la preparacion colorante de wright y déjelo 3-4 minutos
aproximadamente.

e Luego agregar un buffer o agua destilada y dejar un minuto.

e Enjuagar con agua (no dejar que el chorro de la pluma caiga directamente en
la preparacién porque la dafia).

e Déjelo secar.

e Tome la placa secay coloreada y observar a gran aumento 100x
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PRACTICA No. 11
CICLO CELULAR Y MITOSIS

l. INTRODUCCION

Se acostumbra a pensar sobre los procesos biolégicos en términos de ciclos,
incluyendo ciclos de vida, ciclos metabdlicos y ciclos fisioldgicos. La vida es un
proceso continuo en el tiempo y debe haber una continua renovacién o retorno a su

estado inicial, de manera que el proceso pueda repetirse una vez mas.

En el caso de la célula, la vida se inicia con su formacién por la division celular de
una célula madre y termina con la formacion de las células hijas o con su muerte,

por lo que se puede hablar de ciclo celular.

El ciclo celular consiste en un intervalo de biosintesis y crecimiento activo durante
el cual, una célula duplica su masa y su contenido (interfase), seguido por un
episodio relativamente breve de divisidon nuclear (mitosis), que suele ir acompafiado
por la divisién del citoplasma y la formacién de una nueva frontera o limite, para

separar los nucleos y el citoplasma de un par de células hijas (citiquinesis).
1. OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

+ Diferenciar los principales estados del ciclo celular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

< ldentificar las fases de la mitosis.

< Diferenciar las fases de la mitosis.
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[I. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

R
L X4

Orceina Acetoclorhidrica.
% Pinzas de madera.

% Mechero.

% Bisturi o cuchilla.

% Porta y cubreobjetos.

% Microscopio.

V. MUESTRAS

4

L)

% Raices de cebolla cabezona (Allium cepa).

V. PROCEDIMIENTOS

Por lo menos cuatro dias antes de la sesion de laboratorio, seleccione un bulbo de
cebolla; corte a ras las raices viejas y secas, cologue el bulbo en un frasco de boca
ancha de tal forma que el agua del frasco este en contacto con la parte inferior de
este. Guardelo en un sitio poco iluminado, mantenga el nivel del agua. (nevera) En
el laboratorio corte las raices, depositelas en un vidrio de reloj. Adicione orceina

acetoclorhidrica hasta cubrirla.

Caliente suavemente el mechero hasta cuando se desprendan vapores (sin hervir).
Repita la operacién dos veces mas, no deje que el colorante se seque; lleve una
raiz al portaobjetos, identifique el extremo del meristemo y corte a un milimetro
aproximadamente. Descarte el resto de la raiz (cerciorese de que esta descartando

la parte que no corresponde al meristemo).

Prepare un “Squash” de acuerdo a las indicaciones del profesor. Observe el
microscopio y diferencie cada una de las fases: interfase, profase, metafase,

anafase y telofase.

En una muestra de mil células determine cuantas hay en cada una de las fases.
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Cuando el material biolégico se encuentra en equilibrio dinamica proliferativo, los
diferentes periodos en que se divide el ciclo permanecen constantes en su duracion
respectiva, de tal manera que el nimero de células en cada momento existentes en

cada fase es también constante.

Teniendo en cuenta que la duracion del ciclo celular de las células meristematicas
de cebolla es de aproximadamente 20 horas, calcule la duracién de cada fase de la
mitosis con base en los indices de fases obtenidos.

VI.  TALLER
1. Etapasy fases del ciclo celular.
2. Eventos principales en cada fase.
3. Variaciones del ciclo celular.
4. Consecuencias genéticas de la mitosis.
5. Factores que afectan el ciclo celular.
6. Papel de los genes c d c.
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MITOSIS
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PRACTICA No. 12.
GENETICA HUMANA
(RECONOCIMIENTO DE CARACTERISTICAS FENOTIPICAS)

l. INTRODUCCION

El hombre presenta ciertas caracteristicas especiales que lo califican como un
material dificil para el estudio genético. En resumen, dichas caracteristicas son las

siguientes:

1. Hay una gran diversidad genética de individuos y las migraciones, la
mezcla de individuos, tipos, razas, etc., hacen variar continuamente la
estructura genética de las poblaciones humanas.

2. No se practican cruzamientos experimentales de los cuales, por otra
parte, no se obtendria gran informacion debido a que: a) de cada parto
suele nacer un sélo individuo, b) las gestaciones son largas, c) transcurre
mucho tiempo entre una generacion y la siguiente (20 afos por término

medio).

Como vemos, estas caracteristicas son bastante diferentes de las presentadas por
otros organismos usados frecuentemente en la investigacion genética. Como
ejemplos demostrativos se pueden citar los siguientes: en ratones, ocurre una
generacion cada dos meses y los descendientes de cada pareja pueden contarse
por decenas; en Drosophila, la generacion dura 20 dias y se cuentan los
descendientes por centenares; en E. coli, cada 20 minutos se puede conseguir una
generacion y manejar millones de individuos. En estos organismos, y otros con
caracteristicas similares, los cruzamientos experimentales constituyen uno de los

mejores métodos directos para el conocimiento de los caracteres hereditarios.

Asi pues, la especie humana, como material para la investigacion cientifica, esta en

desventaja. La genética humana tiene que recurrir para su informacion a metodos
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indirectos, tales como el uso de pedigris o cartas genealdgicas, analisis de

poblaciones, etc.

A pesar de todo esto, la acumulacion de datos genéticos referentes a la especie
humana crece a un ritmo desbordante, no solo por la simple identificacion
mendeliana de nuevos loci, sino también por el conocimiento de su localizacion

cromosomica o su analisis molecular.

En su revision de 1992, McKusick indicaba la existencia de 3711 caracteres
controlados por alelos autosémicos dominantes, 1631 por alelos autosémicos
recesivos y 368 por genes ligados al sexo, lo que hace un total de 5710 rasgos

reconocidos.

Este mismo autor sefiala que el conocimiento del mapa cromosémico humano se
consigue por la sintesis de datos obtenidos por métodos diferentes, incluyendo la
segregacion de variantes cromosémicas familiares y de células somaticas hibridas,
la recombinacion entre loci ya localizados y otros sin localizar y en estos ultimos

anos, la técnica de hibridacion in situ.

Muchos de los caracteres hereditarios humanos son dificiles de estudiar por
necesitarse en su determinacion complicados métodos bioquimicos, por su baja
frecuencia en las poblaciones, por estar regulados por poligenes, etc. Ademas, los
genes pueden presentar variacion en su expresion, debido a que no todos los
individuos que tienen un cierto genotipo manifiestan el fenotipo esperado o porque
el fenotipo puede expresarse en grados diferentes en distintos individuos. La
penetrancia es la probabilidad de que un determinado genotipo produzca su fenotipo
caracteristico esperado. Tanto los factores genéticos como ambientales pueden
modificar la penetrancia. Esta se expresa por el porcentaje de individuos con un
determinado genotipo que muestran el fenotipo esperado. La expresividad indica el

grado de variacion existente en el fenotipo en individuos con penetrancia para el
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caracter.

Il. OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES
*Reconocer algunas caracteristicas fenotipicas reguladas por genes autosémicos

dominantes o recesivos.

*Realizar un analisis estadistico de las distintas caracteristicas fenotipicas.

1R PROCEDIMIENTO
Caracteristicas a examinar:

En esta practica Unicamente se utilizaran caracteres de determinacién genética
sencilla y de facil identificacion. A continuacién, se describen los caracteres que

utilizaremos:

e Lobbulos delas orejas pegados a las mejillas

Existen dos tipos de personas, las que tienen el I6bulo pegado a la mejillay las que

lo tienen separado y claramente diferenciado. Su regulacion es la siguiente:

E = l6bulo separado. E > e
e = lébulo pegado.
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Lébulo adherido Lébulo separado

Fuente CURN

e Pico deviuda en lalinea frontal del pelo

Hay personas que poseen la linea frontal del pelo continua y otras con el llamado

“pico de viuda” que consiste en un pico en el centro. El caracter esta regulado por

los genes:

W = pico de viudo. W >w
w = ausencia de pico de viudo.
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Pico de viudo Sin pico de viudo

Fuente CURN

e Capacidad de enrollar lalengua

Algunas personas tienen facilidad para colocar la lengua enrollada en “U” fuera de
la boca, otras so6lo pueden curvarla muy ligeramente. El caracter lo regulan los

siguientes genes:

R = capacidad de enrollar la lengua. R > r
r = incapacidad de enrollar la lengua.

Capacidad de enrollar la lengua | Incapacidad de enrollar la lengua

Fuente CURN
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e Dedo meiique curvado o campodactilia

Este caracter esta codificado por un alelo dominante (B) que determina una fijacion
defectuosa de los musculos a los huesos en el dedo mefiique, apareciendo el dedo
mefiique inmovil y arqueado. En algunos individuos aparece en los dos dedos
menfiques; en otros, sélo en el de una mano; y en un pequefio porcentaje no esta

afectado ningun dedo.

El pedigri para este caracter puede ilustrar un caso de penetrancia incompleta y
expresividad variable. Como se trata de un rasgo dominante, esperariamos que
todos los individuos homocigotos y heterocigotos estuvieran afectados. El individuo
(I-4) de esta genealogia no estad afectado, aunque transmitié el rasgo a sus
descendientes. En este pedigri podemos calcular que hay 9 individuos que tienen
el alelo dominante y el caracter se observa en 8, de modo que la penetrancia sera
8/9 06 del 88%. Asimismo, se puede observar la expresividad variable en el hecho
de que aparecen individuos con diferente grado de expresion para este rasgo.

B = mefiique curvado. B>Db
b = mefique recto.

e Pulgar extensible.

También llamado hiperextensibilidad del pulgar, consiste en que algunas personas
pueden extender la primera falange de pulgar, volviéndole casi 45° en relacion al
eje normal del dedo. Ademas, una misma persona puede tener un pulgar extensible
y otro no, lo que es debido a variaciones en la expresividad. Se ha comprobado que
existe un 5% de reduccion en la penetrancia del gen; una persona de cada 20 es
portadora del genotipo para pulgar extensible, pero no manifiesta ese caracter. Su

regulacion es la siguiente:

R = pulgar no extensible. R>r
r = pulgar extensible.
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Pulgar no extensible Pulgar extensible

Fuente CURN

REALIZACION DE LA PRACTICA
Observacion fenotipica: indicar el fenotipo propio para cada uno de los caracteres

observado. Indicar también el genotipo (o genotipos) individual que determina el
fenotipo observado.

V. TALLER

(Previamente se haran los porcentajes de cada fenotipo existente en la poblacién

del grupo).

a) Con respecto a cada uno de los caracteres estudiados, indicar la frecuencia de

cada fenotipo presente en la poblacion.

b) ¢Presentan una mayor frecuencia los fenotipos determinados por un gen

dominante? Razone la respuesta.

c) Escoja un caracter de los utilizados en la practica (por ejemplo: I6bulos de las

orejas pegados o no a las mejillas o presencia 0 ausencia de pico de viudo que son
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caracteres muy faciles de observar). Confeccione la carta genealdgica de su familia

con respecto a ese caracter.
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PRACTICA No. 13
ESTUDIO DEL CARIOTIPO HUMANO

INTRODUCCION

Se denomina cariotipo al conjunto de cromosomas de una especie determinada. Su
determinacion se realiza observando durante la metafase la dotacion cromosomica
de una célula y la obtencién de una fotografia de esta observacion permite
investigaciones genéticas sobre ese individuo o esa especie.

PROCEDIMIENTO:
La lamina 1 representa un cariotipo humano.
Recorta cada uno de los cromosomas.
Agrupalos de acuerdo con su tamafio, forma y bandas de tincion.
Identifica cada pareja de homologos ayudandote del cariotipo ordenado de la
lamina 2.

Pega cada pareja en la plantilla vacia de la ficha del alumno.

Lamina 1
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[l. TALLER

1. ¢Cuantos pares de cromosomas tiene la especie humana?

2. ¢Cudl es el sexo del individuo cuyo cariotipo has investigado? Razona la
respuesta.
¢ A qué se denominan autosomas?
¢ Tiene algo que ver el numero de cromosomas de una especie con su
tamafio? Pon ejemplos.

5. ¢Qué son aberraciones cromosoOmicas numéricas Yy aberraciones
cromosomicas estructurales? ¢A qué se refiere el término de aneuploidias y
poliploidias?

6. ¢Cuales son los tipos de aberraciones cromosomicas estructurales? Dé
ejemplos de ellas en los humanos.

7. ¢Cudles son las ventajas y desventajas relativas de la amniocentesis y el

muestreo de las vellosidades coridnicas?
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