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SUMARIO

La publicacion periddica Serie Didactica ha sido creada en el ambito de la Facultad de
Quimica, Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional de San Luis (Ordenanza N° 008/07-
CD) con el fin de proporcionar material de estudio a los estudiantes de las Carreras de grado
impartidas en la Facultad.

Actualmente, la SERIE DIDACTICA: MATERIAL DIDACTICO PARA ESTUDIANTES
(Resolucion N° 269/16) ofrece guias de Trabajos Practicos de Laboratorio y de campo, guias de
resolucion de problemas, material tedrico, propuestas de estudios dirigidos y comprension d
textos, entre otros materiales, elaborados por el cuerpo docente de las diferentes Areas de
Integracion Curricular de la Facultad. Estas producciones didacticas significan un aporte para cubrir
necesidades académicas acorde al enfoque de cada asignatura 0 que no se encuentran
habitualmente en bibliografia especifica. Las mismas estan disponibles en la pagina de la UNSL
(http://www.fgbf.unsl.edu.ar/mda.html) lo que facilita la accesibilidacl por parte de los estudiantes,
docentes y comunidad educativa en general, garantizando la calidad de la visualizacién y la amplia
difusion del material publicado en este sitio. De igual modo, la Serie Didactica realiza una extension
i vitando a docentes y alumnos de diferentes niveles educativos a participar, crear, producir y
utilizar este espacio fomentando asi el vinculo entre esta Instituciéon y la comunida .

En nuestra opinién, es de vital importancia producir y compartir el conocimiento con los
estudiant s y la sociedad. De este modo, se tiende a facilitar los procesos de ensefianza y de
aprendizaje y la transmision de una idea directriz de conducta humana y cientifica, fortaleciendo los
vinculos entre docentes-alumnos-conocimientos y sociedad.

Dado que la presente SERIE DIDACTICA resulta de la participacién de numerosos actor: s,
ante los posibles errores humanos y cambios en la ciencia, ni los editores ni cualquier otra persona
que haya participado «:n la preparacién del material didactico garantizan integramente que la
informacion sea precisa o completa.
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En esta guia los alumnos encontraran las actividades practicas que habran de
desarrollar durante el cursado de la asignatura. Estas actividades tienen la finalidad de
demostrar y redescubrir conceptos, incorporar habilidades para el trabajo de laboratorio y
obtener datos experimentales.

En el curso de Biologia General y Celular se imparten los conocimientos basicos
actuales del estudio cientifico de la vida, la Biologia es una pregunta y una busqueda
continua que trata de descubrir la naturaleza de la vida y las generalizaciones
concernientes al mundo biolégico. La Biologia moderna y su creciente avance aporta
continuamente nuevos conocimientos transformando la medicina, la agricultura, brindando
herramientas para la antropologia, la criminologia, la psicologia, sociologia por lo que
tiene una participacion activa en nuestra cultura y esto nos permite entender que sea
basica en la variedad de carreras para las cuales se dicta.

Este curso es una asignatura obligatoria del primer afio de las carreras de
Licenciatura en Bioquimica y Tecnicatura Universitaria en Laboratorios Biolégicos. Se
desarrolla en el primer cuatrimestre, con un crédito horario semanal de 8 h y un crédito
horario total de 120 h, dentro de las cuales se incluyen ocho actividades practicas de
asistencia obligatoria y duracién 2,5 h.

Este curso le brindara al alumno las armas necesarias para comprender otros
principios y conceptos y manejar un vocabulario biolégico que ira ampliando en el
transcurso de su carrera.

Ante la certeza de que la Biologia como ciencia es un proceso dinamico y lo que
hoy establecemos como cierto es probable que mafana se convierta en duda, instaremos
al alumno que debe ser consciente de este medio cambiante, y que su conocimiento
dependera de su responsabilidad y de su capacidad de indagar y actualizarse

continuamente.
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La presente Guia de Trabajos Practicos, pertenece al Curso de Biologia General y
Celular el cual se imparte en el primer afno de las Carreras de:

LICENCIATURA EN BIOQUIMICA
TECNICATURA UNIVERSITARIA EN LABORATORIO BIOLOGICO
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MEDIDAS DE SEGURIDAD EN EL LABORATORIO

Cuando se trabaja en un laboratorio existe el peligro potencial de ACCIDENTES, debido a

las sustancias quimicas y elementos que se utilizan y la posibilidad de cometer algun error

al realizar un experimento, por tal motivo la seguridad y la proteccion de la salud son

indispensables para un ambiente de estudio y trabajo seguro en un laboratorio. Todo

estudiante, profesor o empleado debe cumplir las reglas de seguridad e higiene en el

laboratorio.

Buenas practicas de laboratorio:

Las buenas practicas incluyen reglas, recomendaciones o prohibiciones relacionadas con

el conocimiento, el sentido comun y la solidaridad en el ambiente de trabajo. Algunas de

estas medidas son:

No entrar al laboratorio sin estar presente el profesor.

Seguir todas las indicaciones del profesor.

Estudiar cada experiencia antes de clase.

No usar el teléfono celular mientras se esta trabajando en el laboratorio.

Esta PROHIBIDO comer, beber (incluye tomar mate), almacenar alimentos, fumar,
maquillarse o manipular lentes de contacto en el laboratorio. Aun cuando no se

estén realizando Trabajos Practicos (tedricos, seminarios, etc.).

Mantén una actitud responsable, tu seguridad y la de tus comparieros depende de ello

Durante cada actividad practica

2020

Es OBLIGATORIO usar vestimenta adecuada: guardapolvo de MANGA LARGA
que cubra la ropa de calle, preferentemente de algodén (que no sera utilizado
fuera del laboratorio), zapatos cerrados (no sandalias ni ojotas) y tener el pelo
recogido.

Si las mangas del guardapolvo son anchas, arremangarse antes de hacer un
experimento cientifico.

El area de trabajo debe estar limpia y ordenada. No deben colocarse libros,
abrigos o bolsas sobre las mesadas. Se debera verificar que la mesa de trabajo

esté limpia al comenzar y al terminar el trabajo realizado.
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Si se salpica la mesa, se debera limpiar con agua y luego secarla con un pafio.

Al terminar la practica, limpiar y ordenar el material utilizado.

Es obligatorio el uso de ANTIPARRAS O ANTEOJOS DE SEGURIDAD, durante la
realizacion de los Trabajos Practicos que asi lo requieran. Los ojos son 6rganos
muy vascularizados que pueden absorber rapidamente algunos compuestos
quimicos, por otra parte aunque no estemos trabajando directamente estamos
expuestos a posibles aerosoles y vapores. Las gafas son de uso personal y no

pueden ser intercambiadas entre los alumnos.

Es de CARACTER OBLIGATORIO usar guantes apropiados acorde a los riesgos
y los reactivos que se manipulen. Los guantes previenen el contacto con agentes
téxicos o bioldgicos, quemaduras por superficies calientes, frias o corrosivas y
cortes por objetos punzantes.

Los guantes deberan descartarse al alejarse de la mesada de trabajo, no se
tocaran con ellos lapiceras, carpetas, picaportes, teclados, etc.

Los alumnos y docentes deben estar familiarizados con los elementos de
seguridad disponibles: salidas, extintores, botiquin de primeros auxilios, lavaojos.

Toda herida, aun los pequefios cortes, que se produzca durante un trabajo
practico deben ser informados obligatoriamente al docente.

No debe confundirse orden con represion, las normas de seguridad surgen como

una forma de conservar la vida en plenitud

Riesgos quimicos:

2020

Todo producto quimico debe ser considerado un téxico potencial por si mismo o

por su reaccién con otros.

No tocar ningun producto quimico en forma directa, en el caso de hacerlo
accidentalmente, no llevarse las manos a la cara y lavarse inmediatamente antes

de tocar cualquier otra cosa.
Nunca probar, ni oler ningun producto.

PROHIBIDO pipetear con la boca. Se podran utilizar pipetas de vidrio o plastico
con propipetas o pipetas automaticas.

VI
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Cuando el trabajo practico involucre gases, vapores, humos o particulas soélo
podra realizarse en laboratorios que dispongan de campanas.

Lavarse las manos con jabdn después de tocar cualquier producto quimico.

No devolver nunca a los frascos de origen los sobrantes de los productos
utilizados.

Los acidos y las bases fuertes han de manejarse con mucha precaucion, ya que la
mayoria son corrosivos y si caen sobre la piel o la ropa pueden producir heridas y
quemaduras importantes.

Al mezclar algun acido (por ejemplo, acido sulfurico) con agua, afadir el acido
sobre el agua, nunca al contrario, pues el acido «saltaria» y podria provocar
gquemaduras en la cara y los ojos.

No dejar destapados los frascos ni aspirar su contenido. Muchas sustancias

liquidas (alcohol, éter, cloroformo, amoniaco, etc.) emiten vapores toxicos.
Al preparar una solucién colocarla en un frasco limpio y rotularlo conveniente.

Evitar el contacto con fuentes de calor. No manipular cerca de ellas sustancias
inflamables (gases, alcohol, éter). Si hay que calentar tubos con estos productos,

se hara a Bano de Maria, nunca directamente a la llama.

Riesgos biolégicos:

e Todo el personal docente debe conocer el nivel de riesgo que implica la

manipulacion de microorganismos, cultivos celulares, animales, muestras de

fluidos o tejidos, etc. y sus protocolos de trabajo.

Normas para manipular instrumentos y aparatos eléctricos

2020

Antes de manipular un aparato eléctrico, desconectarlo de la red eléctrica.

No poner en funcionamiento un circuito eléctrico sin que el profesor haya revisado

la instalacion.

No utilizar ninguna herramienta o maquina sin conocer su uso, funcionamiento y

normas de seguridad especificas.

VII



Guia de trabajos practicos de Biologia General y Celular

Normas para manipular material de vidrio

¢ Informar al profesor del material roto o averiado.

e Utilizar pinzas de madera para sujetar el instrumental de vidrio y retirarlo del fuego.
Calentar los tubos de ensayo con la ayuda de dichas pinzas. No mirar
directamente al interior del tubo por su abertura ni dirigir esta hacia algun
compainiero.

e Calentar por el lateral del tubo de ensayo, nunca por el fondo; agitar suavemente.

Corrosivos: las sustancias y preparados que, en contacto con
tejidos vivos, puedan ejercer una accion destructiva de los
mismos. Ej: H,SO,, Soda Caustica, HCI, HF, NaOH, Ac.
Acético glacial.

Cnrrnslvn C

Irritantes: las sustancias y preparados no corrosivos que, por
contacto breve, prolongado o repetido con la piel o las

R mucosas puedan provocar una reaccion inflamatoria. Ej: NHj,

kvitaint Solventes org., HF, Acetona.

Irritant
Toéxicos: la sustancias y preparados que, por inhalacion,
ingestion o penetracion cutanea en pequefias cantidades
puedan provocar efectos agudos o cronicos, o incluso la
muerte. Ej: Tridoxido de Arsénico, HgCl, HF, Cloroformo,

Téxico Benceno (CsHs)

Toxic

Toxigue

2020 VIII
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Extremely T
flammable

Extrémement
inflammable

Extremadamente inflamables: las sustancias y preparados
liquidos que tengan un punto de inflamacién extremadamente
bajo y un punto de ebullicibn bajo, y las sustancias y
preparados gaseosos que, a temperatura y presion normales,
sean inflamables en el aire.

Identifica a aquellas sustancias que a temperatura ambiente y
en contacto con el aire arden espontaneamente. Ej: Butano.

Explosible

Explosivos: las sustancias y preparados solidos, liquidos,
pastosos o gelatinosos que, incluso en ausencia de oxigeno
del aire, puedan reaccionar de forma exotérmica con rapida
formacion de gases y que, en condiciones de ensayo
determinadas, detonan rapidamente o, bajo el efecto del calor,
en caso de confinamiento parcial, explotan.

Identifica a aquellas sustancias que pueden hacer explosion
por efecto de una llama, choque o friccién. Ej: CH, Gas de
garrafa.

Comburentes: las sustancias y preparados que, en contacto
con otras sustancias, en especial con sustancias inflamables,
produzcan una reaccion fuertemente exotérmica. Ej: KMnO,.

MNocivo
Harmful
MNocif

Xn

Nocivos: las sustancias y preparados que, por inhalacion,
ingestiébn o penetracion cutanea puedan provocar efectos
agudos o cronicos, o incluso la muerte. Ej: Piridina, Tricloro
etileno, NHj3;, Etanol.

Paligrglso
Medio

Ambiente

Peligrosos para el medio ambiente: las sustancias o
preparados que, en caso de contacto con el medio ambiente,
presenten o puedan presentar un peligro inmediato o futuro
para uno o mas componentes del medio ambiente. Ej: Bromuro
de metilo.

2020

Figura 1. Pictogramas de seguridad
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Almacenamiento de productos quimicos

En el laboratorio, el almacenamiento de productos quimicos presenta unas
caracteristicas de peligrosidad que pueden materializarse en accidentes importantes si no
se toman las medidas técnicas u organizativas necesarias. Estos riesgos estan
relacionados con la peligrosidad intrinseca de los productos, la cantidad almacenada, el
tipo y tamafo del envase, la ubicacion de los armarios, la distribucion dentro del mismo,
su gestion, el mantenimiento de las condiciones de seguridad y el nivel de formacién e
informacién de los usuarios del mismo.
Por otro lado, hay que tener en cuenta que el almacenamiento prolongado de productos
quimicos presenta ya por si mismo un riesgo, puesto que pueden tener lugar reacciones
de polimerizacién o de descomposicion, con la formacion de peroxidos inestables, o con
acumulaciéon de gas por descomposicién lenta de la sustancia que llegue a romper el

recipiente, el cual también puede envejecer volviéndose mas fragil y romperse.

+ Se pueden almacenar juntos

0 Solamente podran almacenarse
juntos, adoptando cietas medidas

-|+|0

+ D + - Mo deben almacenarse juntos

Figura 2. Incompatibilidad en el almacenamiento de productos quimicos

Criterios generales para el almacenamiento de los productos quimicos
A continuacién se resumen algunos aspectos que deben tenerse en cuenta para cualquier
tipo de almacenamiento de productos quimicos.
e Comprobar que estén adecuadamente etiquetados. En la etiqueta esta la primera
informacién sobre los riesgos de los productos quimicos, en los pictogramas de
riesgo (Fig. 1), lo cual es una primera informacion util para saber cémo hay que

almacenar los productos.
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Disponer de la ficha de datos de seguridad (FDS).

Llevar un registro actualizado de la recepcién de los productos que permita evitar
su envejecimiento.

Agrupar y clasificar los productos por su riesgo respetando las restricciones de
almacenamiento conjunto de productos incompatibles, asi como las cantidades
maximas recomendadas. Ver en la Fig. 2 las incompatibilidades de
almacenamiento. Las separaciones podran efectuarse, en funcion del tamafo de
los armarios. Si el stock no es voluminoso se dispondra en estanterias,
intercalando entre inertes e incompatibles.

Los materiales inertes pueden utilizarse como elementos de separacién entre
productos peligrosos.

Aislar ciertos productos, como: Cancerigenos, sustancias de alta toxicidad,
sustancias pestilentes, sustancias inflamables.

Limitar el stock de productos y almacenar sistematicamente la minima cantidad
posible para poder desarrollar cdmodamente el trabajo del dia a dia. Disponer en
el area de trabajo solamente de los productos que se vayan a utilizar y mantener el
resto de los productos en un area de almacenamiento.

No se deben almacenar productos quimicos en pasillos ni lugares de paso de
vehiculos, en huecos de escaleras, en vestibulos de acceso general, salas de
visitas y lugares de descanso.

Evitar la combinacién accidental de sustancias quimicas con otras que pudieran
dar lugar a reacciones peligrosas con la posibilidad de generar: incendios,
explosiones, emanaciones de gases, venenos. Prevenir situaciones graves como:
derrames, fugas, roturas de envase.

Las sustancias corrosivas tienen la capacidad de dafar sus recipientes de
almacenamiento y propagarse en la atmoésfera del area en la que se encuentran.
Son ejemplos de éstos: el Ac. fluorhidrico (este acido no debe ponerse en contacto
con material de vidrio, por lo que se lo debe almacenar en recipientes de plastico),
Ac. clorhidrico, Ac. sulfarico.

Los vapores de acidos pueden corroer los materiales estructurales y los equipos y

ejercer una accion téxica sobre el personal.

Estantes y armarios de laboratorio

2020

No colocar en estantes elevados recipientes mas grandes de medio litro.
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¢ Los recipientes mas grandes hay que colocarlos a los niveles mas bajos.

e Las estanterias deberan ser metélicas; si se almacenan liquidos en ellas es
recomendable que dispongan de bandejas para recoger posibles vertidos.

¢ Los armarios deben poseer patas regulables que permitan nivelarlo y si se trata de
armarios para corrosivos deberan estar hechos con material anticorrosivo (ej.

Polietileno).

Trasvases

El proceso en el que tienen lugar mayor numero de accidentes es en el trasvase,
durante el cual pueden tener lugar proyecciones, salpicaduras, contactos dérmicos,
intoxicaciones y quemaduras por incendio. Las medidas preventivas y de proteccién a
tomar son las siguientes. En la operaciéon de trasvase, incluidos los de pequefias
cantidades, deben emplearse los elementos de proteccion adecuados a los riesgos
especificos que presenten los productos a manipular, con especial atencién a la
proteccion de manos, cara y aparato respiratorio. Deben emplearse procedimientos
seguros de manipulacion. Deben evitarse los trasvases a recipientes mas pequefios en el
interior de una habitacion, excepto si se dispone de ventilacion forzada. No se permiten
operaciones de trasvase de productos muy inflamables en sétanos. Disponer de bandejas
para recoger eventuales derrames o goteos.

Disponer de extraccion localizada de los vapores, en ausencia o como
complemento de la ventilacion general, para diluir los vapores desprendidos.

En lugares préximos donde se trasvasen o manipulen productos peligrosos deben

existir lavaojos y duchas de emergencia.

Primeros Auxilios en caso de accidente
Los accidentes mas frecuentes en un laboratorio son: cortes, heridas, quemaduras

0 corrosiones, salpicaduras en los ojos e ingestion de productos quimicos.

Cortes y heridas

Lavar la parte del cuerpo afectada con agua y jabén. No importa dejar sangrar algo
la herida, pues ello contribuye a evitar la infeccion. Aplicar después desinfectante
(solucion yodada), tapar con gasa esterilizada (no algodén) y sujetar con venda. Si
persiste la hemorragia o han quedado restos de objetos extrafos (trozos de vidrio, etc.),

se acudira a un centro sanitario.
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Quemaduras o corrosiones
Por fuego u objetos calientes: enfriar la lesién con agua potable. Optativo: lavar
con jabén neutro. Cubrir con gasa con Furacin. No usar ninguna crema. No poner hielo.
Por productos quimicos: en el caso de salpicaduras en piel y ojos deben lavarse
con abundante agua. No intentar neutralizar y acudir al médico con prontitud aportando la
informacién contenida en la etiqueta o ficha de datos de seguridad.

Salpicaduras en los ojos

Por acidos o alcalis: inmediatamente después del accidente irrigar los dos ojos con
grandes cantidades de agua templada. Mantener los ojos abiertos, de tal modo que el
agua penetre debajo de los parpados. Continuar con la irrigacion por lo menos durante 15

minutos. Acudir al médico.

Ingestion de productos quimicos

Antes de cualquier actuacién concreta: URGENTE ATENCION MEDICA. Retirar el
agente nocivo del contacto con el paciente. No darle a ingerir nada por la boca ni inducirlo
al vomito.
Acidos corrosivos: no provocar jamas el vémito. Administrar leche de magnesio en
grandes cantidades y/o grandes cantidades de leche.
Alcalis corrosivos. No provocar jamas el vomito. Administrar abundantes tragos de
disolucion de acido acético al 1 %. Suministrar grandes cantidades de leche.

Fugas, derrames y salpicaduras

En caso de derrames accidentales se debe actuar rapidamente para su absorcion,
neutralizacion o eliminacion.

La eliminacién de pequefios derrames se hara, segun el caso, con agentes
absorbentes o neutralizantes que una vez usados se depositaran en recipientes para
residuos. Como norma general se descarta el uso de aserrin como absorbente para
liquidos inflamables y corrosivos, recomendando carbén activado u otros.

Durante el proceso de limpieza se utilizaran los elementos de proteccion
adecuados.

En el caso de derrames o vertidos sobre la ropa de trabajo, ésta debe quitarse
rapidamente, lavandola, o colocarse bajo una ducha, segun la magnitud de la
impregnacion. Si hay contacto con la piel acudir al médico.
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SEGREGACION Y DESACTIVACION DE LOS RESIDUOS GENERADOS EN LOS
LABORATORIOS

TIPO DE RECIPIENTE DISPOSICION Y/O
DONDE SE DEBE DESACTIVACION
COLOCAR
Ordinarios o comunes Bolsa negra Son recolectados por la
dependencia
correspondiente.
Infecciosos o de riesgo Bolsa roja Desactivacion previa en
bioldgico autoclave, luego se
incinera.

Animales de Bolsa roja Se congelan y luego se
experimentacion incineran.

Punzo cortantes: agujas, || Recipiente para punzo Se almacenan en los
cuchillas, restos de cortantes recipientes adecuados,
ampollas, laminas de luego son recolectados e
bisturi, etc. incinerados.

Residuos acidos o Recipientes plasticos Neutralizar con una base o

basicos acido débil segun sea el
caso, hasta un pH cercano
a la neutralidad, luego
verter en el desague.

TELEFONOS PARA CASOS DE EMERGENCIAS

BOMBEROS: 100 ,
POLICIA COMANDO RADIOELECTRICO: 101
HOSPITAL COMPLEJO SANITARIO SAN LUIS: 107

TELEFONO AMBULANCIA: 2664 635903
TELEFONO SANATORIO RAMOS MEJIAS: 2664 567261
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TRABAJO PRACTICO N° 1

MICROSCOPIA - DESDE LA CELULA PROCARIOTA A LA EUCARIOTA

Robert Hooke, Anthony Van Leeuwenhoek, Robert Brown, Mathias Schleiden

Introducciéon

El estudio de la estructura y funciones celulares ha experimentado tres
periodos fundamentales de progreso.

El primer periodo se inicia a comienzos del siglo XVIl y se caracteriza por el
descubrimiento de un mundo diminuto, no detectable por el ojo humano pero si por
lupas o lentes. Las primeras observaciones fueron de globulos rojos sanguineos por
Fierre Borel en 1656. En 1665, Robert Hooke introdujo el término célula para describir
la estructura del corcho y en 1674, Anton vanlLeeuwenhoek observo organismos
unicelulares vivos. Al paso de los afios, las lentes se perfeccionaron y transformaron
en microscopios opticos. Doscientos afos mas tarde, Robert Brown (1831) cuando

examinaba células vegetales, descubrié dentro de ellas la presencia de un cuerpo
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esférico y de tono oscuro, al cual denominé "nucleo". En 1838, Mathias Jacob
Scheiden y Theodor Schwann formularon la teoria celular, que considera a la célula
como una unidad estructural comun de todos los seres vivientes, y que una célula
madre es capaz de dividirse en dos células hijas. Esto ultimo fue un aporte hecho por
Rudolph Virchow en 1858. A fines del siglo XIX se dispuso de técnicas de tinciéon y
fijacion de los tejidos que permitieron una mejor observacion de detalles y funciones
celulares, como la division y la fecundacion. Los fenédmenos de evolucion y herencia
empezaron a tener gran importancia.

El segundo periodo, comienza a fines del siglo XIX y se caracteriza por la
tentativa de interpretar las estructuras celulares con respecto a su funcion.

El tercer periodo pone de relieve el estudio molecular acentuando el

conocimiento de las funciones de los componentes celulares.

El microscopio

Antes de la invencidn del microscopio, no era posible la observacion de objetos
extremadamente pequefios. ElI microscopio es un instrumento optico disefiado para
hacer visibles al ojo humano objetos de dimensiones inferiores a 0,1 mm. Se atribuye
su invencion al fabricante de lentes holandés, Zacarias Jansen en el afio 1590 y a
Galileo en el afio 1606, pero Anton Van Leeuwenhoeck fue uno de los primeros que

ademas de fabricarlo lo usé con fines bioldgicos.
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Modelos de microscopios desde el siglo XVI al XX
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Imagenes obtenidas de www.edu.ar/educar/site/educa.

2020 3



Guia de trabajos practicos de Biologia General y Celular

En la actualidad existen varios tipos de microscopios, entre otros:
Microscopio 6ptico compuesto: es un instrumento que permite visualizar
directamente, por aumento de la imagen, cuerpos no visibles al ojo desnudo. Consiste
en una combinacion de lentes que logra imagenes aumentadas e invertidas. El
material a estudiar debe ser convenientemente tratado para que reuna las condiciones
de transparencia, grosor y tamafo. Este microscopio aumenta el tamafo de la imagen

de 50 a 1000 veces y permite observar la estructura interna del objeto.

Micrografias obtenidas con el microscopio 6ptico.

Metafase mitdtica en célula de lirio Anafase mitdtica en célula de lirio

Imagenes obtenidas de www.biologia.edu.ar.

Microscopio de Contraste de Fase: permite observar células sin colorear y
resulta especialmente util para células vivas. Las partes oscuras de la imagen
corresponden a las porciones densas del espécimen, las partes claras de la imagen
corresponden a porciones menos densas. Por lo tanto estos microscopios se utilizan
para observar células vivas, tejidos vivos y cortes semi finos no coloreados.

Amebaverrucosa en contraste de fase 200x

Microscopio de contraste de fase

Imagen obtenida de: acuario.drpez.com/acuario3/acuario_art3feb8.htm.
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Microscopio de fluorescencia. Se utiliza la fluorescencia natural de algunas
sustancias (fluorescencia primaria) o una fluorescencia inducida (secundaria) de
colorantes llamados fluorocromos.

Permite localizar algunas moléculas o componentes de las células.

El fendmeno de fluorescencia no es permanente, se denomina “decaimiento” o
“photobleaching”

Los objetivos deben tener apertura numérica elevada.

Microscopio Olympus Provis AX-70 (1998),
este modelo contiene accesorios para
fluorescencia, luz polarizada, contraste de fase.
Se pueden obtener fotomicrografias utilizando
varios tipos de film y captura de imagen digital.

Célula en mitosis

Imagen obtenida de www.medic.ula.ve/histologia/anexos/microscopweb/MONOWEB

Microscopio Electronico. En 1932, Bruche y Johnson construyeron el primer
microscopio electronico reemplazando las lentes por bobinas electromagnéticas.
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Utiliza un flujo de electrones en lugar de luz, consta de un "tubo de rayos catddicos", el
cual debe mantenerse al vacio.

Todos los microscopios electronicos cuentan con varios elementos basicos.
Disponen de un cafon de electrones que emite los electrones que chocan contra el
espécimen, creando una imagen aumentada. Se utilizan lentes magnéticas para crear
campos que dirigen y enfocan el haz de electrones, ya que las lentes convencionales
utilizadas en los microscopios 6pticos no funcionan con los electrones. El sistema de
vacio es una parte relevante del microscopio electréonico. Los electrones pueden ser
desviados por las moléculas del aire, de forma que tiene que hacerse un vacio casi
total en el interior de un microscopio de estas caracteristicas. Por ultimo, todos los
microscopios electrénicos cuentan con un sistema que registra o muestra la imagen
qgue producen los electrones.

Hay dos tipos basicos de microscopios electrénicos: el microscopio
electrénico de transmision (MET) y el microscopio electronico de barrido (MEB).

Microscopio electréonico de transmision: permite la observacion de muestra
en cortes ultrafinos. Un MET dirige el haz de electrones hacia el objeto que se desea
aumentar. Una parte de los electrones rebotan o son absorbidos por el objeto y otros
lo atraviesan formando una imagen aumentada del espécimen. Para utilizar un MET
debe cortarse la muestra en capas finas, no mayores de un par de miles de Angstrom.
Se coloca una placa fotografica o una pantalla fluorescente detras del objeto para
registrar la imagen aumentada. Los microscopios electronicos de transmisién pueden

aumentar un objeto hasta un millén de veces.

[

Bacilos en division (MET)

Imagenes obtenidas de www.biologia.edu.ar
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El microscopio electrénico de barrido (MEB). Leer el Anexo: Version escrita
del video “A TRAVES DEL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO”

Fotomicrografias electronicas obtenidas con MEB

Gloébulo rojo

A &mﬁrﬂ:&-‘ﬁ Lol 4] 8
Célula cortada transversalmente observada al
MEB

Glébulo blanco

Imagenes obtenidas de: http//www.biologia.edu.ar
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COMPARACION ENTRE MICROSCOPIO OPTICO Y ELECTRONICOS DE
TRANSMISION Y BARRIDO

Fuente de energia

Imagen dada por

Tubo

Guia de radiacién
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Tamaio de estructuras bioldgicas

Los bidlogos estudian muestras de diferentes tamafos, desde moléculas con

diametros menores a 1nm hasta organismos de

varios metros de longitud, para ello

utilizan distintos instrumentos de observacion como se muestra en la siguiente figura.
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Imagen obtenida de www.biologia.edu.ar/cel_euca/celulal.htm
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MICROSCOPIO OPTICO

Oculares

Tubo

Revolver X
- Brazo

Objetivos

Platina —  Tornillo macrométrico

Condensador
Filtr

Tornillo micrométrico

Base

Fuente luminos

El microscopio 6ptico, también llamado compuesto, consta de dos partes:

Parte Mecanica: son una serie de piezas donde se instalan las lentes y posee

mecanismos de movimiento controlado para el enfoque, esta constituido por:

e Columna o brazo: en su extremo superior sostiene el tubo y por su extremo inferior
se une a la base. Ademas sirve para trasladar el microscopio.

o Base o pie: estructura metalica, sirve de sostén y da estabilidad.

e Tubo: en su parte superior se encuentran los oculares y en la parte inferior el
"revolver”, donde se localizan los objetivos.

e Tornillo macrométrico: permite realizar movimientos verticales y amplios, es un
tornillo grande.

e Tornillo micrométrico: permite realizar movimientos finos, sirve para precisar el
enfoque, el tornillo es pequefo.

o Revodlver: estructura circular giratoria donde van enroscados los objetivos. Permite
la colocacion en posicion correcta del objetivo que se va a usar.

o Platina: se utiliza para colocar la preparacién u objeto que se va a observar, tiene
un hueco en el centro para dejar pasar los rayos luminosos.

o Tornillos de desplazamiento: dispositivo colocado en la platina que permite deslizar
la preparacion de derecha a izquierda y de atras hacia delante.

e Pinzas de la platina: sirven para sostener el portaobjetos.

2020 10



Guia de trabajos practicos de Biologia General y Celular

Parte Optica: constituida por una serie de lentes que permiten aumentar y dar nitidez
a la imagen. Sus partes son:

e Oculares: situados proximos a los ojos del observador. Tienen como funcién
multiplicar el aumento logrado por el objetivo, el aumento que se logra con ellos se
representa por un numero entero acompanado de una X, por lo general se utilizan
oculares de 10X.

¢ Objetivos: estan ubicados cerca del objeto que se va a observar. Los objetivos
pueden ser “a seco” y “de inmersién”.

Los objetivos “a seco” se denominan asi porque no es necesario afadirles ninguna
sustancia entre ellos y la preparacién, sus aumentos pueden ser de 4X, 10X, 40X.

En el “de inmersion” es necesario afadir una gota de aceite de cedro entre la
preparacion y el objetivo, el aceite de cedro permite que no se desvie la luz. El objetivo

de inmersioén es el de 100X.

Imagen obtenida de: www.amaina.com

e Condensador: lente o sistema de lentes que se encuentra colocado debajo de la

platina y su funcién es la de concentrar la luz sobre el objeto que se va a observar.

Imagen obtenida de: www.upload.wikimedia.org

e Diafragma: situado en la parte inferior del condensador, regula la cantidad de luz

qgue debe pasar a través de éste hacia la platina.
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Imagen obtenida de: www.pce-iberica.es

e Fuente luminosa: ubicada al pie del microscopio.
Precauciones generales en el uso del microscopio 6ptico:

o Para transportar el microscopio tome el brazo del mismo con una mano y con la
otra sostenga su base. Nunca transporte el microscopio invertido ni muy inclinado ya
que el lente ocular no esta fijo y puede caer al piso.

o No emplee el pafiuelo o los dedos para limpiar las lentes ya que puede rayar la
superficie 6ptica. Siempre use el papel para lentes que provee la catedra.

e Cuando termine con las observaciones apague la fuente de luz y coloque el
objetivo de menor aumento en la posicion de observacion. Nunca deje el
microscopiocon el objetivo de mayor aumento en la posicion de observacion.

e Los oculares poseen distancia regulable entre los mismos y un dispositivo
graduado que indica la separacién conveniente para cada observador, segun la

distancia interpupilar.

Formacion de la imagen

La imagen en un microscopio 6ptico se forma por la transmisiéon de los rayos
provenientes de una fuente luminosa, que luego de atravesar el diafragma y el
condensador, llegan al objeto a través de la abertura de la platina. El objetivo recoge la
luz que atravesd el objeto examinado y proyecta una imagen real, invertida y
aumentada, que se forma dentro del tubo.La segunda lente, el ocular en el
microscopio compuesto, recoge esta imagen y forma una imagen virtual, es decir una

imagen que tiene existencia aparente, no real.
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Objetivo

C

Observador

Imagen
virtual

Representacion del funcionamiento del microscopio optico. Extraida y modificada de https:/www.
mundomicroscopio.com/

Como vemos en la figura la imagen virtual es percibida gracias a la posibilidad
que tiene el globo ocular de “seguir” por detras del objeto observado, la proyeccion de
rayos divergentes que confluyen para constituir la imagen virtual. La “virtualidad” de la
imagen virtual consiste en que no esta alli donde se percibe, como por ejemplo la
formacion de la imagen virtual al observarnos en un espejo plano. Nuestra imagen
virtual se representa “por detras” del espejo, pero realmente no estamos alli. Como
resultado final la imagen de un microscopio optico es VIRTUAL, INVERTIDA Y
AUMENTADA.

PROPIEDADES DE LAS LENTES

Aumento total

Expresa cuantas veces se amplia la imagen del objeto observado respecto al
tamano real de la misma. También lo podemos expresar como la relacién que existe
entre el tamafo de la imagen producida por el microscopio y el tamafio real del objeto.

Se calcula multiplicando el aumento del ocular por el aumento del objetivo.

Limite de Resolucién (LR)

Es la minima DISTANCIA que debe existir entre dos puntos para que puedan
visualizarse separados y no como uno solo. Ejemplo: dos particulas separadas por 0,3
pMm apareceran individualizadas cuando se las examina con un sistema oOptico con LR
de 0,2 um, pero si fuesen examinadas por un sistema de LR de 0,5 ym, apareceran

fundidas, como si fuese una sola particula de tamafio mayor.
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R_Oble
AN

LR: limite de resolucién
0,61: constante de proporcionalidad
A: longitud de onda de la luz

AN: apertura numérica

Poder de Resolucion
El poder resolutivo o poder separador de un microscopio es la CAPACIDAD del
instrumento para poder separar dos puntos situados uno muy cerca del otro y dar de

ellos imagenes claras y bien definidas.

_ 1 _ AN _hXsena
LR 061xA1 061x21

PR

Apertura numérica: Una de las caracteristicas mas importantes de un objetivo es su
apertura numérica (AN). Esta magnitud es de gran importancia en microscopia pues
su valor determina la capacidad de observar detalles finos con un determinado

objetivo. Se calcula con la siguiente formula:
AN =n X sena
n = indice de refraccion del medio interpuesto entre el objetivo y el preparado a
observar.
o = semiangulo de apertura del cono luminoso que penetra en la lente frontal del

obijetivo.

Ejemplos de indices de refraccion:

n (aire) = 1

n (agua) = 1,33
n (aceite) = 1,51
n (vidrio) = 1,52

Para aumentar el poder de resolucion del microscopio se dispone de dos recursos:
1- Aumentar su apertura numérica (AN).

2- Disminuir la longitud de onda (1) de la luz utilizada.
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El aumento de la AN se puede lograr interponiendo entre el objetivo y la
muestra una sustancia de indice de refraccion mayor que el aire y similar al vidrio,
como por ejemplo el aceite de cedro. De este modo se aumenta considerablemente la
luminosidad, ya que los rayos luminosos no se desvian y llegan a la lente frontal del
objetivo un mayor numero de ellos.

La disminucién de la longitud de onda se puede lograr trabajando con luz

monocromatica azul-violeta (468 nm) en lugar de luz amarilla-verdosa (574 nm).

METODOS DE EXAMEN
La observacion en el microscopio requiere de dos condiciones: que la muestra
a observar sea delgada y presente contraste. Teniendo en cuenta esta premisa existen

diferentes métodos de examen que se detallan a continuacion:

Examen inmediato, “in vivo’:

Consiste en la observacién de una célula o tejido, en estado vivo. Permite
también la observacion de movimientos celulares.

Su aplicacion esta restringida a limites estrechos, pues se puede emplear
solamente con objetos muy delgados y transparentes. No permite realizar
observaciones muy prolongadas, y muestra pocos detalles de la estructura celular.

Para poder examinar mayores detalles de la estructura celular, se procede a

efectuar coloraciones vitales.

Examen mediato, “in vitro” o “post mortem’:

La observacion al estado vivo, resulta insuficiente para lograr el conocimiento
de la estructura celular, dado que sus partes constituyentes poseen mas o menos el
mismo indice de refraccion. Para subsanar este inconveniente hay que colorear la
célula, a fin de suplir las escasas diferencias de refringencia por diferencias de
coloracién. Pero antes de colorear, es necesario efectuar una fijacion de la estructura
celular, por medio de la cual la muerte celular se realiza de manera tal que la

estructura y la composicion quimica se conservan muy similares a la de la célula viva.

Tipos de preparaciones citologicas
Las preparaciones citologicas pueden ser de dos tipos:
-Temporales

-Permanentes

2020 15



Guia de trabajos practicos de Biologia General y Celular

Las temporales se realizan en el momento de la observacion y luego se
desechan. Son faciles de preparar pero su desventaja esta en no poder conservarlas
mucho tiempo y no permitir estudios detallados.

Las permanentes se conservan por mucho tiempo, permiten un estudio profundo

pero requieren técnicas complejas y prolongadas.

Técnicas

Frotis: para estudiar suspensiones celulares como: bacterias, levaduras,
células de la mucosa bucal. Se coloca la muestra sobre un portaobjetos y se extiende
con un ansa o hisopo. Se observa directamente o previa fijacion y coloracion.

Extendido: para estudiar una muestra de sangre. Se coloca una gota de la
misma sobre un portaobjeto, se extiende con un cubre u otro portaobjeto y se observa
previa fijacion y coloracion.

Aplastamiento o “squash”: se coloca el material previamente ablandado
entre porta y cubre y se presiona con fuerza aplastando. Se puede observar

directamente o previa fijacién y coloracion.

Preparados histolégicos:

Temporales

» Se hace un corte en el material para producir una superficie lisa empleando bisturi.

» Se aplica el filo del bisturi sobre la superficie y se impulsa con suavidad, lenta y
uniformemente.

* Cuando el material se encuentran muy hidratado debe ser fijado previamente con
alcohol de mediana concentracion.

» Las secciones logradas se recogen con el bisturi se toman de un extremo con un
pincel de pelo fino humedecido y se depositan con una gota de agua en el centro del

portaobjetos cubriéndolo con un cubreobjetos.

Permanentes

* Fijacion: por métodos fisicos o quimicos.

* Inclusién: en una sustancia de consistencia firme para que los cortes que se
obtengan sean suficientemente finos.

» Corte: Deben ser finos para permitir el paso de la luz o los electrones. Los mismos
se hacen con un instrumento llamado microtomo para la microscopia Optica y
ultramicrétomos para la microscopia electronica.

» Coloracion: destaca determinadas estructuras.
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* Montaje: es la adhesion del material en el portaobjetos utilizando sustancias que

inhiben la desecacién del material.

Reactivos utilizados en las técnicas de microscopia

Fijadores:

Matan rapidamente a la célula y conservan su estructura y composicién quimica
semejante al estado vivo, impiden alteraciones post mortem:

1. Quimicos: coagulan o precipitan las proteinas y endurecen los tejidos. Los mas
usados en microscopio 6ptico son alcohol etilico y formol. En microscopio electronico
se usa el tetréxido de osmio y el glutaraldehido.

2. Fisicos: detienen los procesos vitales por aplicacién de calor, congelacion o

desecacion al aire.

Colorantes:

Tifen selectivamente ciertas estructuras que de otro modo no serian visibles al
microscopio. Segun su grupo cromoforo (el que da color) pueden ser:

1. Acidos: son colorantes citoplasmaticos: eosina, azul de anilina.

2. Basicos: son colorantes nucleares: azul de metileno, azul de toluidina, cristal
violeta.

3. Neutros: tifien el nucleo de un tono y el citoplasma de otro: eosinato de azul de
metileno, rojo neutro, rojo fenol.

En microscopia electronica se emplean soluciones de metales pesados (Pb, Os).

La mayoria de las técnicas de coloracién no pueden aplicarse a células vivas, para los
casos de coloracion vital se emplean: alizarina, rojo neutro, verde Jano y azul de

metileno.

OBJETIVOS
. Analizar la funcién de cada parte del microscopio 6ptico.
. Aprender a utilizar correctamente el microscopio optico.
. Diferenciar los distintos tipos de microscopios y conocer su utilidad.
. Reconocer y practicar algunas técnicas de preparacién de muestras.
. Conocer fundamentos de microscopia electrénica, a través de un video
educativo desarrollado en LABMEM de la UNSL.

Observar utilizando el microscopio éptico células procariotas y eucariotas.
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TEMARIO QUE EL ALUMNO DEBE CONOCER PARA REALIZAR EL TRABAJO
PRACTICO

Conceptos de microscopia de esta guia. Microscopio 6ptico compuesto, parte
mecanica y optica. Funciones de cada pieza. Tipos de microscopios electronicos.
Microscopio electronico de transmision. Microscopio electronico de barrido: “A
TRAVES DEL MICOSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO”. Elaboracién de
preparados. Técnicas de preparacion. Célula procariota y eucariota, caracteristicas
generales y diferencias fundamentales entre las mismas. Comparacion entre

diferentes tipos celulares.

Mitocondria
=
Célula vegetal Célula animal Bacteria
(20 x 30 pm) (20 pm) {122 pm)

Comparacion entre las celulas eucariontes y procariontes en tamafio y complejidad. Imagen obtenida de
“EL MUNDO DE LA CELULA", Becker et al., 2007.

MATERIALES

Microscopio optico

Portaobjetos - Cubreobjetos

Hojas de bisturi - Pinceles

Cuentagotas- Tijera

Pinzas de punta fina

Azul de Metileno

Aceite de cedro

Papel tisu

Papel de diario

Video: “A TRAVES DEL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO”
Preparados permanentes de bacterias y de sangre humana

Catéfilas de cebolla (Allium cepa)
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ACTIVIDADES

1. Observacion de muestras utilizando el microscopio 6ptico con objetivos “a

seco” y objetivo “a inmersion”

A- Letra “e”

2020

Coloque la letra “e” en un portaobjetos y utilizando un cuentagotas ponga una
gota de agua sobre ella. Cubra con cubreobjetos evitando la formacién de
burbujas de aire.

Enfoque con el objetivo de menor aumento, para ello coloque el preparado
sobre la platina del microscopio. Ubique el portaobjeto de modo que la letra “e”
quede en el centro de la abertura de la platina. Emplee las pinzas de la misma
para sostener el portaobjeto en posicién. Mirando al microscopio desde un lado
y usando el tornillo macrométrico, suba lentamente la platina. Nunca permita
que la lente del objetivo entre en contacto con el preparado. Algunos
microscopios estan provistos de topes mecanicos que evitan estos
inconvenientes.

Ahora mire a través del ocular y baje lentamente la platina hasta que la
impresion del periédico se haga visible. Si usted todavia no ve ninguna imagen,
es que ha pasado la posicion de foco correcta.

Vuelva a enfocar, mire el microscopio desde un lado, vuelva a la posicion
original y pruebe nuevamente. Cuando se ve una imagen de material impreso,
el tornillo micrométrico debe ser rotado adelante y atras, para obtener el mejor
foco posible. Un ajuste adicional del diafragma, en muchos casos, mejorara la
claridad de la imagen.

Compare la posicion de la imagen de la letra “e” en el ocular con la posicion de
la misma sobre el portaobjeto. ¢ Esta al reves, o en la misma posicion en que
esta si se ve a simple vista? Anote sus observaciones.

Observe el preparado con los restantes objetivos a seco. A medida que enfoca
con los objetivos de 10X y 40X, establezca si el campo circular de visién va
aumentando o disminuyendo con respecto al aumento de los objetivos.

Segun las conclusiones a las cuales Ud. arriba, la relacién entre el aumento del
objetivo respecto al diametro de campo de visioén ¢ es directa o inversa?

Dibuje la imagen observada con cada uno de los objetivos.
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Calculo del Aumento Total
Localice los numeros de aumento sobre los oculares y objetivos de un
microscopio y calcule las ampliaciones obtenidas cuando se usan los objetivos

a seco Yy cuando se utiliza el objetivo de inmersion.

Calculo del Limite de Resolucién del microscopio 6ptico
Utilizando objetivo de inmersidon y los mejores materiales oOpticos se puede
lograr una apertura numérica de 1,4. Calcular el LR al trabajar con luz amarilla-
verdosa.
¢Cudles de las siguientes estructuras cuyo tamafio se menciona a
continuacion, se podran observar con un microscopio cuyo LR es de 0,2 um?
a) 0,6 um
b) 0,1 um
c) 0,2 um

2. Observacién del video: “A TRAVES DEL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE
BARRIDO”

3. Observacion de células procariotas

Bacterias

Observe con objetivo de inmersion bacterias: cocos y bacilos, a partir de
preparados permanentes que se les entregara.
Realice un dibujo de lo observado. Registre tamafo celular aproximado,

técnica empleada en la realizacion del preparado, coloracion utilizada.

4. Observacion de células eucariotas

A- Células vegetales

Catafila de cebolla (Allium cepa)

2020

De la parte concava de una de las hojas carnosas del bulbo de la cebolla y con
la ayuda de un bisturi y una pinza fina, separe una pequefia porcion de
epidermis, procurando no arrancar el tejido subyacente, de tal forma que la
parte desprendida tenga el aspecto de una fina pelicula traslucida.

Con la pinza extienda la epidermis de cebolla sobre el portaobjetos.
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Imagen obtenida de https://www.youtube.com/watch?v=043kvAftPTw

e Afada unas gotas de azul de metileno, dejando actuar este colorante durante
cinco minutos.

e Coloque encima de la preparacion un cubreobjetos y observe al microscopio,
primero con poco aumento y luego a un aumento mayor.

Citoplasma

Pared celular

Esquema de tejido epitelial de catafila de cebolla observado con microscopio 6ptico (10X)

e Realice un dibujo de lo observado. Registre tamafo celular aproximado,

técnica empleada en la realizacion del preparado, coloracion utilizada.

B- Células Animales

Extendido de sangre humana

e Observe el extendido permanente de sangre humana utilizando el objetivo de
100X.

2020 21



Guia de trabajos practicos de Biologia General y Celular

Gloébulos rojos y glébulos blancos observados con 100X.
Imagen obtenida de: www.unileon.es

Realice un dibujo de las células del extendido. Registre tamafno celular
aproximado, técnica empleada en la realizacién del preparado permanente,

coloracion utilizada.

Responda:

¢ Cuantas clases de gldbulos blancos posee el tejido sanguineo? Nombrelos.

2. ¢Cuantos glébulos rojos y glébulos blancos por mm® de sangre posee el
hombre?

3. Indique caracteristicas generales de protozoos, algas y levaduras. Realice un
dibujo de los mismos.

BIBLIOGRAFIA

e JUNQUEIRA L.C. y CARNEIRO J., (2000), Histologia Basica. Buenos Aires,
Argentina. Editorial Panamericana.

e ALBERTS B., JOHNSON LEWIS AJ., RAFF M., ROBERTS K. Y WALTER P.,
(2004), Biologia Molecular de la Célula. Barcelona, Espana. 5° edicion, Editorial
Omega.

e DE ROBERTIS E.M.F,, HIB J. Y PONZIO R., (1998), Biologia Celular y
Molecular. Buenos Aires, Argentina. Editorial El Ateneo.

e BROCK T. y MADIGAN M., (1993), Microbiologia. México. 6° edicién, Editorial
Prentice-Hall Hispanoamericana.
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http//www.biologia.edu.ar
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http//www.unileon.es
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TRABAJO PRACTICO N° 2

ROL DE LAS MEMBRANAS EN LA CELULA EUCARIOTA. TRANSPORTE

OBJETIVOS

= Describir la estructura de las membranas biologicas.

» Comprender la importancia fisioldégica de los mecanismos de transporte.

= Visualizar el fendmeno de ésmosis.

» Analizar el comportamiento de células animales y vegetales frente a soluciones

de diferente presién osmotica.

= Diferenciar los distintos tipos de transporte activo.

= Estimular la indagacion sobre conocimientos tedricos acerca de la complejidad

de la membrana celular.

= |dentificar algunos factores que afectan la integridad de las membranas

bioldgicas.

TEMARIO:

Membrana plasmatica. Estructura. Mecanismos de transporte. Transporte pasivo.

Osmosis. Soluciones isoténicas, hipotdnicas e hipertonicas. Efectos de las soluciones

y de la temperatura sobre diferentes tipos celulares eucariotas. Transporte activo.

Diferencias entre transporte pasivo y transporte activo.

MATERIALES

Catéfilas de cebolla
Hojas de Elodea sp
Remolachas

Sangre de carnero
Solucion de NaCl al 10%
Agua destilada

Azul de Metileno

2020

Probetas o pipetas de 5ml  Microscopio

Termdémetro Portaobjetos, cubreobjetos
Capsulas de Petri Marcadores de vidrio
Pinzas Pinceles

Capilares Bafo de agua (70 °C)
Gradillas Sacabocado

Vasos de precipitado Bario de hielo

(150- 200 ml)

Tubos de ensayo

Heladera
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ACTIVIDADES

1.- Osmosis: comportamiento de células vegetales en soluciones salinas de
diferentes concentraciones
A- Catéfilas de Cebolla
a) Numerar dos cajas de Petriy colocar en cada una catéfilas de cebolla.
b) A lacajan®1 agregarle solucién de NaCl al 10 % y a la n°® 2 agua destilada.
c) Colocar a cada muestra azul de metileno.
d) Numerar dos portaobjetos y ubicar las muestras en los mismos con la ayuda
de pinza y pincel. Tapar las muestras con cubreobjetos y después de 10
minutos observar al microscopio con 40X.
e) Dibujar lo observado consignando la mayor cantidad de detalles posibles.
Explicar en cada caso el fendmeno ocurrido.
f) Predecir qué ocurrira cuando a una catafila de cebolla se la coloque en
solucién de NaCl al 0,85 %.

B- Hojas de elodea

a) Numerar dos cajas de Petri y colocar en cada una 1 hoja de elodea.

b) A lacajan®1 agregarle solucién de NaCl al 10 % y a la n® 2 agua destilada.

c) Numerar 2 portaobjetos y ubicar las muestras en los mismos con la ayuda de
pinza y pincel. Tapar las muestras con cubreobjetos observar al microscopio
con 40X.

d) Dibujar lo observado consignando la mayor cantidad de detalles posibles.

Explicar en cada caso el fendmeno ocurrido.

2.- Comportamiento de células animales en soluciones de diferentes
concentraciones
El esquema siguiente muestra el comportamiento de los glébulos rojos sometidos a
las siguiente soluciones: NaCl al 0,85 %; solucién de NaCl al 10 %, agua destilada.
Indicar en cada caso a qué tipo de solucion estuvieron expuestos.Investigue el
transporte que utiliza.
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Imagen modificada de www.podotroclear.com

3.- Efecto de la temperatura sobre la fluidez de las membranas

a) Extraer dos segmentos de remolacha (3 cm de largo) con un sacabocado.

b) Colocarlos en un vaso de precipitado y lavar con abundante agua corriente a fin de
extraer el pigmento que se haya liberado de las células, producto de la rotura por
extraccion.

c) Colocar los segmentos de remolacha en los tubos de ensayo rotulados del 1 al 2.

Imagen extraida de: http://academic.uprm.edu/~jvelezg/lab7.pdf

a) Al tubo 1, afadir 5 ml de agua destilada y colocarlo a temperatura ambiente
por 30 min.

b) Al tubo 2, afadir 5 ml de agua destilada y colocarlo en un bafio de agua
caliente a 70 °C durante 30 min.

c) Remover el segmento de remolacha de los dos tubos.

d) Comparar la intensidad de color de las soluciones en los tubos.

e) Colocar los resultados (intensidad de color vs. temperatura) en la siguiente
tabla.

Responda:
1. ¢Qué tubo mostré6 mas intensidad de color?
2. ¢Qué indica la intensidad del color?
3. ¢Como afectan las temperaturas altas a las membranas celulares?
4

¢ Qué ocurre con las membranas celulares a temperaturas bajas?
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EFECTO DE LA TEMPERATURA

Tubo Temperatura Intensidad de color de la
solucién

4.- Problemas

a) En la siguiente grafica se representan las concentraciones relativas de diferentes
iones en el agua de un lago (barras claras) y en el citoplasma del alga Nitella sp que se
encuentra abundantemente en el mismo (barras oscuras). ;Qué tipo de transporte a
través de la membrana permitira tales diferencias en la concentracion idnica entre las

células y su medio circundante?

Concentracidn

Ca++ Mg ++ cl-

b) Observe el siguiente esquema:

o Q Bo

e ién sodio

Bomba
Sodio-Potasio

o o o
&

e o

1. Establezca en la imagen cual es el medio extracelular y el intracelular.
2. ;Qué tipo de transporte a través de membrana esta involucrado en la relacion
esquematizada?
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3. Expligue la direccion del transporte de los iones indicados.
4. Justifique si es necesario o no, el uso de energia. ;Qué molécula es la que
contiene la energia, en el caso de que fuera necesaria?
c) Las siguientes figuras corresponden a micrografias obtenidas por microscopia
electronica, en ellas se observa:
A- un glébulo blanco fagocitando bacterias durante una respuesta de defensa del
organismo.
B- un segmento de una célula secretora en pleno proceso de liberacién hacia el

medio extracelular.

Imagenes extraidas de: Invitacion a la Biologia. H. Curtis, N Bames. 42 Edicion.

Responda:

e ;COmo se denominan los procesos que aparecen en las micrografias?
Identificar cada uno de ellos.

e ;Por qué supone que en estos casos, no son utilizados mecanismos de
transporte como la difusion simple o mediada por proteinas?

e ;COmo se reemplazara la membrana utilizada para fabricar una vesicula que
ingresa a la region citoplasmatica como en A?

e ;,COmo se evitara que la célula crezca desmesuradamente al agregar las
membranas de las vesiculas que liberan sustancias al exterior como se ve en
B?

BIBLIOGRAFIA
e CURTIS H., SCHNEK A., MASSARINI A., (2008), Biologia. Buenos Aires,
Argentina. 7° edicion, Editorial Panamericana.
o CAMPBELL N.A. y REECE J.B., (2007), Biologia. Buenos Aires, Argentina.

Editorial Panamericana.
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http:// www.podotroclear.com.
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TRABAJO PRACTICO N° 3

ORGANELAS: SISTEMA DE ENDOMEMBRANAS. CITOESQUELETO.

OBJETIVOS

o Reconocer las organelas celulares representadas en un video educativo.

e Describir las organelas del sistema de endomembranas.

¢ Distinguir los componentes del citoesqueleto y explicar su estructura y funcion.

e |dentificar las etapas del transito dinamico vesicular y su relaciéon con el
citoesqueleto.

o Resolver problemas utilizando los conocimientos adquiridos.

TEMARIO:

Organelas e inclusiones. Sistema de endomembranas. Reticulo endoplasmico, tipos
morfolégicos y funcionales. Ribosomas. Aparato de Golgi. Lisosomas. Vacuolas.
Vesiculas. Peroxisomas. Citoesqueleto: microtibulos, filamentos intermedios,
microfilamentos, centriolos, cilios y flagelos. Morfologia y funcion de cada una de estas

organelas.

ACTIVIDADES

Observacion del video educativo
Reconocer las organelas celulares representadas en el video “The inner life of the cell”
(BioVisions Harvard University. 2007).

Cuestionario

1. El siguiente esquema muestra el transporte de lipidos sintetizados en el Reticulo

Endoplasmatico Liso (REL) hacia los distintos destinos.
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Membrana plasmatica

2 f‘}«i Lipids

. o #
Vesicula ¢
a5

—”"LI ; Transportador

Reticulo ™= |
endoplasmatico |

Mitocandria

Imagen extraida del “Atlas de histologia vegetal y

animal’. Universidad de Vigo, Espafia.
https://mmegias.webs.uvigo.es/5-celulas/5-
reticulo.php.

¢ De qué forma se dirigen los fosfolipidos sintetizados en el REL hacia las diferentes
membranas celulares? ;Como se mantiene la asimetria de las membranas en relacion
a la composicion fosfolipidica?

2. En el siguiente esquema identifique las estructuras sefialadas con numeros:

P b

Imagen modificada de www.genomasur.com
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3. Ordene cronolégicamente la siguiente secuencia de paso en la sintesis de una
glicoproteina de membrana plasmatica:
I. Sintesis y glicosilacién de la proteina en el Reticulo Endoplasmatico
Rugoso (RER).
II. Reconocimiento del péptido sefial.
Ill. Modificacién del terminal glucidico de la proteina, en el aparato de Golgi
IV. Union del ARNm a ribosomas libres.
V. Formacién de una vesicula de transporte en el Trans Golgi.
4. Dibuje la glicoproteina, mencionada en la pregunta anterior, en las siguientes zonas
del sistema intracelular de membranas: RER, aparato de Golgi, vesicula y membrana
plasmatica. Identifique claramente la zona proteica (con una linea) y la glucosidica
(con un cuadrado).
5. ¢ Cuales son los posibles destinos que podria presentar una proteina sintetizada en
ribosomas asociados al RER? ;Qué destino tienen las proteinas sintetizadas en los
ribosomas libres? Las proteinas sintetizadas en éstos ultimos, ¢son glicosiladas?
6. Marque la/s opcién/es correctals:
Un ejemplo de proteina sintetizada en ribosomas que se asocian a la membrana del
RER es o son:
( ) la trombina, proteina de secrecion.
( ) SREBP, proteina integral de la membrana del REL.
( ) el receptor LDL, proteina de la membrana plasmatica.
() Histona, proteina asociada al ADN.
7. Identifique la organela esquematizada a continuacién. ;Ddénde son sintetizados sus
constituyentes membranosos y su contenido? ;Qué funcion tienen las proteinas
ubicadas en su interior, mencionadas en el esquema? ;Cémo describiria a la
membrana de esta organela? ;A través de qué mecanismo mantiene el pH interno

inferior al pH citoplasmatico?
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0.05-0.5 pm

HIDROLASAS ACIDAS

nucleasas

proteasas
glicosidasas
lipasas
fosfatasas

pH~7.2

Imagen extraida y modificada de Albert y col. 1998.

8. Compare estructuralmente y diferencie funcionalmente entre los siguientes
términos: peroxisomas, lisosomas, vesiculas y vacuolas.

9. Las células principales de la mucosa estomacal son las encargadas de sintetizar y
secretar el pepsindgeno (proenzima proteolitica). Si fuera un cientifico y comprobara
que las vesiculas del interior de estas células no son transportadas a su destino final,
¢cual pensaria que es la causa de este problema? ;Qué posible consecuencia le
traeria esta situacion al organismo afectado?

10. Realice un cuadro comparativo entre los componentes del citoesqueleto en cuanto

a:

Componentes del
citoesqueleto

Proteinas que los
componen

Estabilidad

Polaridad

Diametro de las
fibras

Localizacion celular

Funciones

11. Teniendo en cuenta la frase: “La estructura esta intimamente relacionada a la
funcion”, explique el porqué de la estabilidad de los filamentos intermedios.

12. Imagine una célula que ha sufrido una alteracidon metabdlica cuya consecuencia es
la ausencia de la capacidad de polimerizacién de los microtubulos; proponga hipotesis
acerca de la causa de este problema y predicciones de lo que pasaria respecto a las

funciones celulares.
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Observacion del video “Trafico intracelular”.

a) ¢ A qué tipo celular corresponde la célula que se observa?

b) ;/Qué macromolécula sale del nucleo a través de los poros nucleares? ;Hacia
donde se dirige? ¢ Qué funcion va a cumplir?

c) Tanto en el video como en la siguiente imagen se muestra como un ribosoma
citosolico libre, se adosa al reticulo endoplasmatico para la sintesis de una proteina.
Elabore un texto que explique la secuencia de dicho proceso usando los siguientes
términos: ribosomas libres, ARN mensajero, péptido sefial, traslocador, proteina

integral de membrana, proteina en la luz del RER.

Imagen extraida de http://www.cardionet.es/Enfermedades/V2/Las-
proteinas-tienen-senales-intrinsecas-que-gobiernan-su-transporte-y-
localizacion-en-la-celula.html.

d) Explique el procedimiento por el cual una vesicula se transporta de una organela
del sistema intracelular de membranas hacia otra organela del mismo sistema.

e) Indique en los siguientes esquemas, qué estructuras celulares estan presentes,
qué funcion realizan y qué relacion guardan entre si. Relacione la formacién de

vesiculas con la endocitosis, la exocitosis y el sistema intracelular de membranas.

Veslculay

e it S Wil el Wt i ik e e e el P e 4
= T RS e e e e i e R
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L R I e R e R e e e N ]
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Transporte
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Imagen extraida del “Atlas de histologia vegetal y animal’.
Universidad de Vigo, Espafia. https:/mmegias.webs.uvigo.es/5-
celulas/ampliaciones/5-vesiculas.php.

f) Describa estructuralmente al aparato de Golgi. ¢ Como definiria su funcién?

g) ¢/ Cual sera el contenido interno del aparato de Golgi que le permita modificar las

sustancias que a él le llegan?

h) ¢ Cuantos tipos de vesiculas se pueden diferenciar en el aparato de Golgi?

BIBLIOGRAFIA
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https://mmegias.webs.uvigo.es/5-celulas/ampliaciones/5-vesiculas.php.
https://www.genomasur.com
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TRABAJO PRACTICO N° 4

METABOLISMO CELULAR: GLUCOLISIS. MITOCONDRIA. RESPIRACION
CELULAR
OBJETIVOS

e Comprender el proceso de metabolismo celular.

¢ Interpretar la clasificacion de las diferentes reacciones metabdlicas.

¢ |dentificar las diferentes rutas metabdlicas constituyentes del metabolismo
celular.

e Reconocer los sitios celulares donde se llevan a cabo las rutas metabdlicas.

o Describir la mitocondria y comprender su importancia en la produccion de
energia.

o Entender como el transporte de electrones impulsa la sintesis de ATP en la
mayoria de las células.

e Comprender el balance energético derivado del catabolismo aerobio y las
diferencias fundamentales con el proceso anaerobio.

e Comprobar en el laboratorio la actividad metabdlica de levaduras en presencia

y ausencia de un inhibidor del metabolismo celular.

TEMARIO:
Metabolismo celular. Obtencion de energia. Respiracion celular. Glucdlisis. Oxidacién
del piruvato. Ciclo de Krebs. Cadena respiratoria. Teoria quimioosmoética.

Fermentacion. Rendimiento energético.

ACTIVIDADES
CUESTIONARIO
1. Todos los organismos vivos llevan a cabo numerosas reacciones quimicas en el
interior de sus células, en una serie de procesos conocido conjuntamente como
metabolismo. Dentro del metabolismo celular, algunas reacciones consumen energia
mientras que otras la liberan.
Segun este criterio:

a. ¢Como clasificaria las reacciones metabdlicas? Explique en qué se diferencian.

b. Diferencie ademas reacciones catabdlicas y anabdlicas.
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2. El siguiente cuadro muestra algunas reacciones generales de varios procesos

metabolicos.
o T T e ~
/ \
| ‘.
: A. Glucosa+0, >  CO,+H,0+ATP i
I
1 1
! B. Aminoicido+Aminoscido +..+ Aminoicido+Energia > Proteina |
I I
1 1
! C. Glucosa -> Alcohol etilico + CO, +ATP !
I I
| D. Acidograso+0,> CO,+ H,0 +ATP i
I I
l‘ E. CO,+H,0 +Energia = Glucosa+O, /'I
\\\~ _______________________________________________ _,/'

Indique a qué rutas metabdlicas corresponde cada reaccion.
Indique cuales corresponden al anabolismo autétrofo, anabolismo heterétrofo o

al catabolismo.

3. En la siguiente microfotografia de una célula hepatica, se observa un tipico
organulo subcelular ocupando la mayor parte de la misma.
a) ¢Cual es su nombre? ;Existe esta estructura en las células vegetales? ;Y en las

células procariotas? Explique.

Celular de Alberts. 2006.

4. En el esquema adjunto se muestran diversos procesos celulares que tienen lugar
en el citoplasma y en la mitocondria.
a. Describa la estructura de la mitocondria indicando sus componentes en la
imagen.

b. Identifique los procesos sefialados con los numeros.
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Glucosa
|
Piruvato
L 03
Acidos
grasos Y
Piruvato
Acetil-CoA Hz0
Acidos /

grasos E

Imagen modificada de www.genomasur.com.

5. En la imagen adjunta se muestra solo una pequefia parte de las reacciones

quimicas que ocurren en las células.

2 2 (AT
._\xhh—._.-'/‘

——(___6tucbusis ) —— |2 pirwvato

"

3
2 [NA 2 FEEH + H-

Imagen modificada de http://www.mas-que-ciencia.com/glucolisis.

a. ¢Enqué lugar de lacélula se lleva a cabo?
b. ¢/Qué importancia fisiologica tiene este proceso en los glébulos rojos

humanos?
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6. Utilizando la figura siguiente. Responda:

2 |aDP 2 ATP
/ \ \_/‘
c’éLucosn [ GLUCOLISI ] :E i
-/, S 2 pl_ruvnln ‘
.-'I. .\
2 [INAD* 2 INABH| + H*
i I
| |
Bk 2CO H ‘ .1‘ /
| 2 ,0 /
C =0 7 \ C Hg OH
| : — ¢ N r
CHg Piruvato CH Alcohol CHs
. descarboxilasa |deshidrogenasa
2 piruvato | 2 acetaldehl’do” 2 etanol

Imagen modificada de http://www.mas-que-ciencia.com/glucolisis.

a. ¢Coémo se denomina la via que da como resultado la formacion de etanol?
b. ¢Hay alguna relacion entre la presencia de oxigeno en las células y el hecho

de que el acido pirtvico tome esta via?

7. En la siguiente imagen se indican una serie de reacciones ciclicas que tienen lugar

en la mitocondria. (C6, C5 y C4 son compuestos de 6, 5 y 4 atomos de carbono,

respectivamente).
Acetil-CoA

SR T

+
NADH +H @

C5

+
c4 NADH +H

@ Cc0o2

Imagen modificada de www.genomasur.com.

2020 40



Guia de trabajos practicos de Biologia General y Celular

a. ¢Qué proceso metabdlico se representa? ;Deddénde proviene el Acetil CoA y
que destino tiene una vez producido? ;EI Acetil CoA, se forma también en
condiciones de anaerobiosis? ¢Qué funcion cumple la coenzima A?

b. ¢En qué lugar de las células se llevan a cabo las mismas?

c. Usando sus conocimientos de metabolismo celular, indique cual es el destino

de las diferentes moléculas producidas en el ciclo y encerradas en un circulo.

8. En el siguiente esquema:
Coloque nombre a los procesos representados con los numeros del 1 al 3.
¢ En qué lugar de la mitocondria ocurren?
c. ¢Como actuan los siguientes pares: ADP / ATP, NAD' / NADH y FAD/
FADH,? Diga el nombre completo de ellos.
d. ¢Dentro de qué tipo de compuestos quimicos ubicaria los pares antes

mencionados? Describalo.

Imagen modificada de www.genomasur.com

9. La siguiente figura muestra en detalle la cadena de transporte electrénico en la

mitocondria:

a. ¢Como esta constituida? ;En qué lugar de la mitocondria se localiza
fisicamente?

b. ¢Qué funcion tiene?

c. ¢Coémo funcionan los transportadores transmembrana que intervienen en la
cadena? ;Qué finalidad tienen?

d. El mondxido de carbono es un poderoso inhibidor de la citocromo-oxidasa
(complejo 1ll), ¢qué efectos puede tener la intoxicacion con monodxido de

carbono sobre el consumo de O,? Explique.
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H+ H+ H+ H+ H+ H+ H+ H+ H+ H+
H+
Espacio
intermembrana
FTFRARRERS
mitocondria '
linterna
SAEG B EB88L
Matriz
mitocondrial
ADP + Pi ATP + H0
H+ H+ H+

Imagen extraida de http://gehirnbiophysik.blogspot.com.ar/

10. La siguiente figura muestra el proceso de fosforilacioén oxidativa.

a. Defina fosforilacion oxidativa y establezca las diferencias con fosforilacion a
nivel sustrato.

b. ElI ATP producido en este proceso es utilizado para distintos trabajos
biolégicos, ¢coémo se transporta al citoplasma celular?

c. En la década del 40, algunos médicos recetaron bajas dosis de una droga
llamada dinitrofenol (DNP) para ayudar a sus pacientes a bajar de peso.
Posteriormente, varios estudios determinaron que el DNP permeabiliza la
bicapa lipidica de la membrana interna de la mitocondria a los H*. Explique

qué proceso se encuentra desacoplado en estos pacientes:

Espacio
intermembrana

MM TR
PPIDQIID

Matriz
mitocondrial

NADH + H*  NAD*

2H+'% (O,

Imagen extraida de http://www.uaz.edu.mx/
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11. Con la ayuda del siguiente esquema, complete el cuadro del balance energético

del catabolismo aerobio de la glucosa.

Imagen extraida de Introduccion a la Biologia Celular de Alberts. 2006.

A partir Produccion de | Produccion de
N* de
de un mol ATP por | ATP por
coenzimas Total
de fosforilacion fosforilacion a
reducidas
Glucosa oxidativa nivel sustraro
Citoplasma | Glucelisis 2x3=06ATP
Piruvico a
0
acetico 2 NADH+ 2H™
Mitocondria
Ciclo de
Krebs
38
Total
ATP

12. Si la glucosa esta constituida por: carbono, hidrégeno y oxigeno, explique:

a. ¢Cual es el destino del H* que se desprende en el proceso catabolico?

b. ¢ En qué parte de la via se produce CO,y H,O?

c. ¢, De donde proviene la energia almacenada en la glucosa?
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d. ;,Qué importancia tienen las enzimas en el proceso catabdlico? Y en el anabdlico?
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TRABAJO PRACTICO N° 5

FOTOSINTESIS

OBJETIVOS:

TEMARIO:

Reconocer los organismos capaces de realizar fotosintesis.

Comprender la importancia biolégica de la fotosintesis y conocer los
principales mecanismos del proceso fotosintético.

Analizar la importancia de la energia luminica y de los pigmentos en el
proceso fotosintético.

Identificar los productos de la fotosintesis en 6rganos de reserva.

Comprobar la presencia de otros plastos.

Fotosintesis. Organismos fotosintéticos. Captacién de la energia luminosa. Plastos:

estructura y funcién. Fotosistemas. Etapas de la fotosintesis.

MATERIALES

Hojas frescas de acelga Discos de papel de filtro Mortero

Hojas frescas de remolacha Papel de filtro Vasos de precipitacion
Plantas de Elodea sp. Cartulina negra Placas de Petri

Hojas de Lirio Algodon Erlenmeyer

Banana, papa y/o arroz Tizas blancas enteras Tubos capilares
Alcohol etilico Embudo Bisturi

Ca Cl; anhidro Tubos de ensayo Portaobjetos, cubreobjetos
Azul de bromotimol Pipetas Microscopio

Solucion de lugol Probeta Fuente de luz

Arena lavada Gradillas

2020
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ACTIVIDADES

1. Extraccion de pigmentos fotosintéticos

Los pigmentos fotosintéticos son solubles en solventes organicos, pudiendo
extraerse simultaneamente todos ellos de la hoja y realizar con posterioridad una
separacion de los mismos mediante su corrida diferencial en un medio adecuado para
tal fin.

En la siguiente experiencia se extraeran los distintos pigmentos liposolubles
presentes en hojas frescas de plantas usando como solvente extractante alcohol
etilico. Posteriormente, mediante una técnica sencilla de cromatografia en papel,
usando también alcohol etilico como solvente de corrida, se procedera a la separacion
y diferenciacion de los distintos pigmentos presentes. Dichos pigmentos apareceran en

el cromatograma a diferentes alturas.

a) Extraccion de pigmentos: para la realizacién de esta experiencia observe las
siguientes imagenes.

1. Tomar las hojas, descartar las nervaduras, cortar en partes pequefias y
machacarlas en el mortero. Agregar arena lavada y cantidad necesaria de
alcohol de manera de obtener un extracto (Imagenes 1y 2, Fig. 1).

2. Filtrar el extracto a través de algodoén y luego a través de un disco de papel de
filtro colocado en un embudo para obtener una solucién de pigmentos en

alcohol etilico. Agregar al filtrado una pizca de cloruro de calcio anhidro para

extraer el agua (Imagenes 3 y 4, Fig. 1).

Figura 1: Extraccion de pigmentos
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b) Separacion de pigmentos:

1. En rectangulos de papel de filtro, sembrar con un tubo capilar, el extracto de
pigmentos a 2 cm del extremo (linea de siembra), dejando secar cada gota antes
de agregar la siguiente. Realizar el mismo procedimiento en una tiza de color
blanco (Fig. 2).

2. Se coloca el rectangulo de papel de filtro doblado por la mitad formando un
angulo, en un vaso de precipitado o una placa de Petri conteniendo alcohol de
modo que éste apenas toque el papel, sin llegar a la linea de siembra. Colocar la
tiza en forma vertical dentro de un Erlenmeyer con alcohol, de manera que éste
quede por debajo de la linea de siembra (Fig. 3).

3. Dejar correr hasta que el solvente llegue a 1 cm del extremo superior del
rectangulo de papel y la tiza. Retirar ambos y dejar secar. Esquematizar lo

observado en cada caso colocando referencias.

/ Siembra
L]
1F\L'l'nml:laz'sie-mtlra—-—--——-""""'

Figura 2: Siembra del extracto en papel de filtro y tiza.

A\ | \ |
B =y |
L

Figura 3: Desarrollo de la técnica cromatografica.

Imagen extraida de http://www.edu.xunta.gal/centros/iesxoanmontes/node/352
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Una vez realizada la experiencia, responda las siguientes preguntas:

1. ;,Qué pigmentos podria presumir que tienen las hojas de acuerdo al color que

puede visualizar en ellas?

2. Luego de realizar la actividad anterior, establezca qué otros pigmentos se

encuentran presentes en los vegetales y qué funcién cumplen.

3. Realizar un cuadro de clasificacion de los pigmentos principales y accesorios

presentes en las plantas.

2. Consumo de CO, durante la fotosintesis

Para la realizacion del punto 1 al 5 observar la Fig. 4.

1.

2020

En una probeta de 50 ml colocar 1 ml de solucién de azul de bromotimol y
llevar a 50 ml con agua corriente. El azul de bromotimol es un indicador de pH
(pH 7,6 azul; pH 6 verde-amarillento). Medir el pH de las soluciones.

Colocar 10 ml de esta solucion en un tubo de ensayo que sera el testigo azul.

A la solucién remanente de la probeta, insuflarle aire con una pipeta hasta que
el indicador de pH, vire desde el azul al verde-amarillento.

Repartir la solucion de color verde-amarillento en tres tubos de ensayo.

Uno de ellos sera el testigo verde-amarillento; a otro tubo colocarle una ramita
de “elodea” y exponer a la luz durante 40 minutos y al tercer tubo colocarle una
ramita de “elodea’y tapar con el sobre de cartulina negra durante 40 minutos.
Extraer las ramas de “elodea” de ambos tubos de ensayo. Medir el pH de las
mismas.

Observar y comparar los colores de las soluciones con los colores de los
testigos.

Anotar las observaciones realizadas en la Tabla 1.
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<—— 50 ml de HzO

«—— 1ml de azul de

bromaotimol

al verde
amarillento

Insuflar aire con pipeta
hasta que el azul vire

Colocarala luz
40°

Tapar durante 40°
minutos

Figura 4: Esquema de preparacion del ensayo para observacion del consumo de CO,durante la

Tabla 1.

fotosintesis

Tratamientos

Color de la solucién

pH de la solucién

inicial final

inicial

final

Planta + luz

Planta + oscuridad

Una vez realizada la experiencia, responder las siguientes preguntas:

1. ¢ Por qué la solucion cambio de color en el tubo con la planta expuesta a la luz?

2. ;Qué ocurrio con la solucion en el tubo que contiene la planta en la oscuridad?

3. Explique los cambios de pH detectados.

3. Observacioén de estomas en lirio.

1. Con la ayuda de una pinza y bisturi, extraiga una fina pelicula de epidermis de

hoja de lirio. Coloque el material extraido en un portaobjetos y por encima una

gota de agua. Procure que la porcidon de epidermis no se arrugue (Fig. 5).
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Figura 5: Imagenes obtenidas dehttp://www.edu.xunta.gal/centros/iesxoanmontes/node/352

2. Con el portaobjetos situado encima de la placa de Petri, afiada a la muestra
unas gotas de colorante azul de metileno y espere 5 minutos para que éste

ejerza su accion (Fig. 6).

Figura 6: Imagenes obtenidas de:http://www.edu.xunta.gal/centros/iesxoanmontes/node/352

3. Transcurrido los 5 minutos elimine el colorante, vertiendo agua sobre la
muestra. El exceso de agua o de colorante que queda en los alrededores de la
muestra se seca con un trozo de papel de filtro.

4. Coloque encima un cubreobjetos, evite que queden burbujas de aire entre
portaobjeto y cubreobjetos.

5. Realice la observacion microscépica comenzando con el objetivo de menor
aumento para luego ir pasando por los de mayor aumento. Localice el area de

la preparacién mas apta.
La forma de las células epidérmicas y la de los estomas depende del tipo de

planta que estemos estudiando. En ocasiones el ostiolo no se ve por encontrarse

cerrado; en estos casos se debe preparar otra muestra utilizando una hoja que esté
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recién cortada, ya que los ostiolos suelen estar cerrados en las hojas marchitas o bien

que llevan mucho tiempo cortadas. Reconocer la presencia de estomas, ver Fig. 7.

Imagen extraida de: http://www.classtools.net/brainybox/21_ALjmD2

4. Identificacion de productos de la fotosintesis: almidon

La glucosa es el producto directo de la fotosintesis, pero no permanece como
tal, sino que a medida que se forma, se sintetiza almidon, el cual se almacena en los
amiloplastos de los vegetales. Estos son plastos especiales que reservan almidén en
los tejidos no fotosintéticos, tienen forma muy variada, esféricos, ovales, alargados (en
forma de fémur). Normalmente muestran una deposicion en capas alrededor de un
punto, el hilo, que puede ser céntrico o excéntrico, cuando hay mas de un hilo se
forman granos compuestos (Fig. 8). Para reconocer el almidon se usa una solucién
de yodo en ioduro de potasio denominada lugol, de color amarillo, que en contacto con
el mismo, vira al azul-negro debido a la adsorcion o fijacién de yodo por parte del

almidoén.
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Microfotografias de Granos de almidon (MEB)

SIMPLE COMPUESTO

o

Granos de almidon en maiz (Zea mays).

Figura 8: Estructura de los amiloplastos.
Imagen extraida de Nultsch (1966)

1. Cortar un trozo de papa vy frotarla sobre un portaobjetos, colocar una gota de
solucion de lugol, observar al microscopio con 40X. Esquematizar.

5. Identificacion de plastos con otras funciones.

La pulpa de tomate nos muestra células en cuyo citoplasma se observan, a
través del microscopio 6ptico, una serie de granulos rojizos-anaranjados que son los
cromoplastos.

1. Partir en dos mitades el tomate con la ayuda de un bisturi.

2. Hacer un corte fino de la pulpa de una de las dos mitades.

3. Depositar el corte sobre un portaobjetos, sin adicionar agua.

4. Colocar un cubreobjetos y comprimir suavemente la preparacion con los dedos
hasta obtener un completo aplastamiento de la muestra.

5. Examinar la preparacién al microscopio con el objetivo 10X y seleccionar una
zona en la que las células estén menos aglutinadas.

6. Examinar la preparacion al microscopio con los objetivos 40X.

7. ldentificar los distintos organulos celulares visibles y dibujar las observaciones.
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TRABAJO PRACTICO N°6

DIVISION CELULAR: MITOSIS

OBJETIVOS
« Describir las etapas del Ciclo Celular y su regulacion.
« Realizar preparados de mitosis utilizando meristema apical de Allium cepa
(cebolla).
. Identificar y analizar las fases de la mitosis en preparados mitoticos
temporarios y permanentes.
. Determinar el indice Mitético (IM).

« Comprender la importancia biolégica de la mitosis.

TEMARIO:
Ciclo celular. Etapas. Control del Ciclo. Cromosomas. Descripcion. Mitosis:
caracteristicas de cada fase de la mitosis. Numero Haploide. Numero Diploide. Valor

C. Importancia biolégica de la mitosis. indice Mitético, su importancia bioldgica.

Citocinesis

MATERIALES

Microscopio Pinzas de madera

Meristema apical de cebolla Vasos de precipitacion de 10 ml.
Alcohol Papel de filtro

Acido acético Bafio termostatizado

Colorante carmin acético Pinzas vy tijeras

Portaobjetos y cubreobjetos

ACTIVIDAD PRACTICA
1- Realizar preparados de mitosis a partir de meristema apical de Allium cepa.
Meristemas

El cuerpo de los vegetales esta constituido por dos tipos de tejidos: meristemas
o tejidos embrionales y tejidos adultos. Después del crecimiento del embrién en la
semilla, la formacion de nuevas células queda casi enteramente restringida a los
meristemas: tejidos permanentemente jévenes, cuyas células se dividen por mitosis

produciendo nuevas células de las cuales se originan nuevos tejidos. Histolégicamente

2020 54



Guia de trabajos practicos de Biologia General y Celular

este tejido embrionario esta constituido por células de paredes primarias delgadas,
nucleo grande y citoplasma denso sin plastos desarrollados.

Los meristemas primarios estan presentes en los extremos de raices y tallos,
llamados meristemas apicales, responsables del crecimiento primario (en largo) de la
planta. Cuando la planta completa su crecimiento primario aparecen los meristemas

secundarios laterales.
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Corte longitudinal de raiz. Extraido de: http:// biologia la guia 2000.com.

Técnica:

El meristema apical de las raices se obtiene sumergiendo los bulbos de Allium
cepa (cebolla) en agua, de modo que ésta cubra la zona de donde emergeran las
nuevas raicillas. A temperatura adecuada (25 °C) las raices comienzan a crecer, al
cabo de tres dias alcanzan una longitud aproximada de 2 cm, tamafio adecuado para
realizar los preparados.

1- Cortar las raicillas y colocarlas en un vaso de precipitacion con fijador Carnoy

(alcohol: acido acético 3:1) cuidando que estén totalmente sumergidas.
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2- Calentar el vaso a bafio Maria con fijador durante 5 min, evitando que el liquido
hierva.

3- Retirar las raicillas y colocarlas en otro vaso con el colorante carmin acético,
calentar a bafio Maria 5 min, moviendo lentamente para evitar ebullicion.

4- Colocar las raicillas en una caja de Petri, cortar el extremo inferior de cada raiz
(zona meristematica) y colocarla en un portaobjetos, agregar una gota de colorante y
cubrir con un cubreobjetos.

5- Colocar sobre el cubreobjetos un papel de filtro varias veces plegado y presionar
tratando de lograr una buena dispersion y disociacion de los tejidos (Técnica:
aplastado o squash).

6- Observar al microscopio con objetivos de 40X e identificar las fases de la mitosis en

su preparado, tomando como guia las siguientes figuras:

PROFASE METAFASE

ANAFASE TEMPRANA ANAFASE TARDIA

R

e

TELOFASE TEMPRANO TELOFASE TARDIA
j
Imagenes extraidas de www.ucm.es/info/genetica/AVG/Magnificacion 40X.

2- RESPONDER LAS SIGUIENTES CONSIGNAS

1. Dibuje un esquema del ciclo celular, indicando sus etapas.
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2. Relacione los principales sucesos que a continuacién se mencionan con las

2020

distintas etapas del ciclo celular e insértelos en el esquema que Ud. realizo.

Crecimiento celular.

Incremento del numero de organulos.
Sintesis de ARN.

Sintesis de proteinas.

Reparacion del ADN.

Duplicacién del ADN.

Sintesis de histonas.

Sintesis de ciclina que interviene en la formacion del FPM (Factor
promotor de la mitosis).

Formacién del huso mitético.
Duplicacién de los centriolos.
Separacion de los centriolos.

Participacion de los componentes del citoesqueleto.

3. La siguiente figura representa un cromosoma:

- ¢Qué es un cromosoma? Indique sus partes sobre la imagen.

- ¢Cual es la composicion quimica de un cromosoma?

- ¢Las cromatides hermanas, llevan la misma informacion genética?

- Segun la posicion del centréomero ¢como es este cromosoma?

- ¢En qué fase de la mitosis los cromosomas alcanzan su maxima

condensacion?. ;Cual es la finalidad?

57



2020

Guia de trabajos practicos de Biologia General y Celular

Diferencie: gen/alelo, cromosomas duplicados/cromosomas homélogos,

haploide/diploide, células somaticas/células germinales.

4. La figura siguiente representa un proceso de division celular.

Asigne el nombre a cada fase y complete las lineas de cada figura.

Indique el numero cromosomico de la célula madre.

¢Las células resultantes podrian ser gametos? ;Por qué?

¢ Cual es el significado bioldgico de la division celular por mitosis para los

organismos unicelulares y cual para los pluricelulares?

correcta y luego explique el proceso.

Por gemacion
Por escision
Por estrangulacion

Por formacion de un tabique central

. ¢,Como se produce en los animales el proceso de citocinesis? Elija la opcion
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6. En los vegetales el proceso de citocinesis se realiza con la participacion de

vesiculas procedentes del aparato de Golgi. ¢Por qué?

7. El tiempo y la velocidad de la division celular en distintas partes de un

organismo son cruciales para el crecimiento, desarrollo y mantenimiento. Los

mecanismos de regulacion permiten controlar los ciclos vitales de células

normales y comprender también porqué las células cancerosas escapan a este

control. Basados en investigaciones realizadas en huevos de anfibios los

investigadores imaginan la existencia de un “reloj central bioquimico” que controla

las fases del ciclo.

- ¢Cuales son las proteinas que regulan el “reloj” del ciclo celular?

- ¢ Como interaccionan estas proteinas?

- ¢Qué es el factor promotor de la mitosis, como esta formado y que
procesos controla?

- ¢Cuales son los principales puntos de control? y s qué se controla en cada
una de ellos?
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TRABAJO PRACTICO N° 7
MITOSIS Y MEIOSIS: PROCESOS SIMILARES PERO DIFERENTES

OBJETIVOS

» Describir detalladamente las fases de ambos tipos de division celular.

= Explicar el proceso de condensacion del material genético.

= Analizar los mecanismos de distribucion de los cromosomas en cada célula
hija.

= Comprender la importancia de la mitosis en la constancia del material
hereditario y de la meiosis en la diversidad genética.

= Reconocer la importancia de la variabilidad genética en los seres vivos y en el
proceso evolutivo.

= Definir y usar correctamente el vocabulario especifico.

TEMARIO

Divisién celular. Empaquetamiento de ADN. Descripcion general de mitosis, meiosis y
citocinesis. Caracteristicas de cada fase. Movimiento de los cromosomas. Importancia
bioldgica. Variabilidad genética. Diferencia entre mitosis y meiosis.

Nota: para la realizacién de este trabajo practico, el alumno debera saber definir y usar
correctamente el siguiente vocabulario especifico: gen, alelo, replicacion de material
genético, cromatides hermanas, cromosomas homdlogos, cromosoma replicado,

cromosoma no replicado. Haploide. Diploide.

1. Describa cada proceso mencionado a continuacién, indicando en cada caso en qué
momento del ciclo celular ocurre y en qué tipo de division:

a. Empaquetamiento de ADN.

b. Desorganizacion de la lamina nuclear.

¢. Movimiento de los cromosomas.
d

. Apareamiento de cromosomas homélogos.

2. Realice una grafica de variacion del valor C respecto al tiempo. Observe las

siguientes imagenes y ubiquelas en dicha grafica.
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3. Diga si la siguiente aseveracion es cierta:

“En la mitosis la recombinaciéon genética es entre cromatidas hermanas y en la

meiosis entre cromatidas no hermanas de cromosomas homologos”.

Expliqgue que es la recombinacion genética.
¢ Cual es el resultado de esta recombinacion genética, en el proceso meidtico y
en el proceso evolutivo?

c. ¢Como se produce la recombinacion genética entre el cromosoma Xe Y en la

especie humana?

4. Durante la meiosis, se llama tétrada a:
a. Los cuatro nucleos haploides que resultan.
Las cromatidas de los dos cromosomas homodlogos apareados.

Los dos cromosomas homologos sin aparear.

e 0o T

Los cuatro gametos que se originan.
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5. a. Observe los siguientes esquemas a y b que representan el Valor C y n en mitosis

y meiosis respectivamente. Defina valor C y n.

a. Valor C, n en el ciclo celular de células en mitosis b. Valor C,n en meiosis
Total: 92 cromosomas = _\\
A& comoscms [ + @ divididos en2 células ,
[condensados) hijas F|
2N\ ___/
4C ‘-\“. x 2G \Inlnuu.mvruuq

46 cromosomas Ieu:lnendidm}

::dnbrthllicl:de ADN - ( i) E @
:v; oo
& s w(X) W AD

46 cromosomas (extendidos),
una doble hélice de ADN por
CIOMOS0ma

=~

2C

Imagenes extraidas y modificadas de “Genética 2014. II” Herencia.

b.Teniendo en cuenta los esquemas a) y b), analice el siguiente caso problematico:

Para estudiar la proliferacién celular en las células hepaticas (2n=46), usted realiz
preparados en diferentes etapas del ciclo celular. Por una distraccion, no marcé los
preparados y accidentalmente se mezclaron con preparados meiéticos. Ahora debe
tratar de identificar a qué fase del ciclo celular, mitosis, meiosis o citocinesis
corresponde cada preparado, la ploidia y el valor C de la célula de la cual proviene el

preparado.

Preparado 1: célula con nucleo y 46 cromosomas descondensados, formados por una

sola cromatida cada uno.

Preparado 2: célula sin envoltura nuclear, cromosomas formando 15 tétradas

alineados en el plano ecuatorial de la célula.

Preparado 3: célula donde se observan cuatro cromatidas no recombinadas, dos

migrando a cada uno de los polos de la célula.
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Preparado 5: se observan cuatro envolturas nucleares en formacion y dos citocinesis
simultaneas. Cada nucleo en formacioén tiene 23 cromosomas de cada par.
Preparado 6: célula donde se observan cuatro cromatidas recombinadas en el

ecuador de las células unidas a microtubulos cinetocoéricos del huso mitético.

c.Tenga en cuenta el preparado 6 y dibuje las siguientes fases del ciclo celulary de la
meiosis, calculando para cada una de las fases el valor C sabiendo que en esta
especie las células germinales contienen 4 pg de ADN:

-Interfase | en G1

-Metafase I

-Anafase |

-Profase I (Diploteno)

-Citocinesis |

-Anafase |

-Metafase |I.

6. ;Por qué se dice que la meiosis es una division reduccional?

a. Se reduce a la mitad el nimero de cromosomas, con el requisito de que cada
célula obtenida lleve todos los cromosomas sexuales.

b. Se reduce el numero de cromosomas, pero no el de moléculas de ADN, por lo
que a los gametos les llega la misma informacion.

c. Se reduce el numero de cromosomas. Solo llevan algunos cromosomas, los
que contienen la informacion imprescindible para el nuevo ser vivo.

d. Se reduce a la mitad el numero de cromosomas, para que luego de la

fecundacion el numero diploide propio de la especie se mantenga.

7. Los espermatozoides en la especie humana son células haploides. Si se analiza su
contenido en ADN, se observa que, normalmente, un 50 % de los espermatozoides
contienen un poco mas de ADN que el otro 50 %. ¢ Puede ser esto posible? Justifique

Su respuesta.

8. Un determinado animal tiene un numero cromosomico diploide igual a 2n=16.

¢, Cuantos cromosomas tendran?:
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Una célula en profase Il meidtica................
Una célula en profase mitética..................
Unovulo.....coooiiii

Un cigoto o célula huevo.........................

9. La mula es un animal hibrido generalmente estéril 2n=63, resultante de la cruza de
Equus asinus (burro) con numero cromosomico 2n=62 y Equus caballus (yegua) con
numero cromosomico 2n=64. Elabore una hipétesis sobre el numero cromosémico de

la mula.

ACTIVIDADES

1. Explorando el proceso de division celular

En esta actividad, Usted tendra que elaborar maquetas que representen los dos tipos
de divisién celular, en las siguientes fases: profase mitética/profase | meidtica;
anafase mitotica/anafase | y Il meidtica y telofase mitotica/ telofase | y Il meidtica.

La célula madre es una célula animal diploide 2n=4 con un par de cromosomas
metaceéntricos grandes y un submetacéntrico mediano.

Ud. debera traer el material que considere conveniente para representar a los
cromosomas y demas estructuras participantes de los procesos de divisidn celular
tales como: centriolos, huso mitético, complejo sinaptonémico, surco de segmentacion,
envoltura y lamina nuclear.

Una vez concluida la actividad Ud. debera ser capaz de exponer lo realizado al resto

de sus companeros.
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TRABAJO PRACTICO N° 8

GENETICA. PROBLEMAS

OBJETIVOS
e Comprender la importancia de las leyes basicas de la herencia.
e Interpretar el significado de los principales términos empleados en
genética.
e Resolver problemas de herencia empleando rejilla o cuadrado de
Punnet.

TEMARIO

Teoria Mendeliana de la Herencia. Experiencias de Mendel: hibridismo. Ley de la
Segregacion y Ley de la Distribucion Independiente. Conceptos de dominancia y
recesividad. Alelos. Homocigocis y heterocigocis. Genotipo y fenotipo. Dominancia

incompleta. Alelos multiples. Codominancia. Herencia ligada al sexo.

ACTIVIDADES

Responda las siguientes preguntas:

1. ; Qué es la Genética? y ¢ qué es la Herencia?

2. Se considera el éxito de Mendel a tres hechos fundamentales: a) organismo
adecuado para experimentar, b) disefio y realizaciéon metddica de los experimentos y
c) al analisis minucioso de los resultados. ¢ Cual fue el organismo elegido por Mendel y
por qué fue el organismo adecuado?

3. ¢Cual de todas las caracteristicas ventajosas que presentaba el organismo elegido
por Mendel, le permitié6 obtener plantas de lineas puras? ;Como Mendel se asegurd
que estas lineas fueran realmente puras?

4. En los experimentos realizados por Mendel, utilizé la técnica de hibridismo. ;Qué es
el hibridismo?

5. Se realiz6 una fertilizacion cruzada con los siguientes organismos:

Planta de linea pura con flores blancas X Planta de linea pura con flores purpuras

F1: Todas las plantas con flores purpuras

a) ¢ Por cuantos alelos esta determinada el color de la flor?
b) ¢ Que ocurrié con el alelo que codifica para el color blanco?
c) ¢En qué condiciones se expresara?

c) ¢ Como llamo Mendel al alelo que se expres6 en F1?
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d) Teniendo en cuenta sus respuesta y el resultado de la fertilizacion cruzada,

simbolice el cruzamiento y la F1.

6. Los individuos de la linea pura (CC) originan gametos que tiene el alelo dominante
C, mientras que los individuos de la linea pura blanca (cc) originan gametos que llevan
el alelo recesivo c. Al unirse estas gametas en la fecundacién se obtendra una F1 Cc.

a) A través de qué proceso estos individuos producen gametos?

b) ¢ Como se denominan los individuos que para una dada caracteristica posee
dos alelos iguales y como se llaman aquellos que presentan alelos
diferentes para una caracteristica dada?

c¢) ¢ Como obtuvo Mendel la F2 y cuales fueron sus resultados?

7. Mendel descubri6 que las semillas de color amarillo en los guisantes son
dominantes sobre los de color verde. En los experimentos siguientes, padres con
fenotipos conocidos pero genotipos desconocidos produjeron la siguiente

descendencia:

Parentales Amarillo Verde
A amarillo x verde 82 72
B amarillo x amarillo 118 39
C verde x verde 0 50
D amarillo x verde 74 0
i . 90
E amarillo x amarillo 0

a) Dar los genotipos probables de cada parental.
b) Teniendo en cuenta los resultados de los experimentos, establezca las

proporciones.

8. La acondroplasia tiene un origen genético, es decir, hay una alteracion en el ADN.
El gen afectado en la acondroplasia es el gen FGFR3, gen encargado de codificar el
receptor del factor de crecimiento 3 de los fibroblastos. Este gen esta localizado en el
cromosoma 4 (cromosoma autosémico) y se expresa en el cartilago, cerebro, intestino
y rifiones entre otros tejidos. La acondroplasia es una condicion congénita, es decir
con la que nace un individuo, ya sea hereditaria (presente en los gametos previo a la
fecundacion), o adquirida durante los primeros meses de desarrollo embrionario. En

ambos casos esta anomalia afecta la estructura, funcionamiento o metabolismo del
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organismo. Las personas con esta condicion tienen baja estatura, miembros cortos,
macrocefalia (cabeza grande) e inteligencia normal.

El 10-20 % de los casos de acondroplasia, se deben a la transmisién hereditaria de la
mutacién como un trastorno autosémico dominante. Esto quiere decir que en estos
casos la acondroplasia es heredada de un progenitor acondroplasico.

En un 80-90 % de los casos restantes, la acondroplasia se produce por una mutacién
de novo en la linea germinal del progenitor masculino. Numerosos estudios relacionan
el origen de estas mutaciones espontaneas durante la formacién de espermatozoides
(espermatogénesis) con la edad avanzada del padre (mayor de 35 afos). Los
espermatozoides son entonces portadores de la alteracion en el gen FGFR3 vy, por lo
tanto, al fecundar al évulo, formaran un embrién con una copia del receptor FGFR3

mutada.

a) Observe la siguiente figura que muestra el origen de la acondroplasia de Tyrion
Lannister y haciendo uso de sus conocimientos de genética explique el origen

de la enfermedad de Tyrion.

b
F T}I‘“"in Lantster Joanna

aa il

Cersel Lanmister  Jaime Lannister Tyrion Lannister
aa

Imagen extraida de https://genotipia.com/los-gene-de-tyrion-lannister

9. Suponiendo que A es alto, a es enano, B es amarillo y b es verde. Escriba los

genotipos de los siguientes individuos:

a) Homocigoto dominante para amarillo.
b) Doble heterocigoto.

c) Enano.
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d) Enano y amarillo heterocigoto.
e) Filial resultante entre la cruza de los items b y d.
Teniendo en cuenta los gametos establezca: ¢ Cuales serian los gametos resultantes

de un individuo alto homocigoto? ¢Y cual el numero de un individuo Aabb?

10. Coloque la letra correspondiente dentro del paréntesis

() Forma alternativa de un gen que se hereda independientemente de cada padre a)
Gen dominante b) Gen recesivo ¢c) Cromosoma X d) Cromosoma Y e) Alelo.

() Células sexuales generalmente haploides a) Gametos b) Cromosomas sexuales c)
Gen d) Autosomas €) Alelo.

() ¢A qué se le llama Segregacion? a) A la separacion de las células somaticas b) A la
separacion de los cromosomas durante la meiosis c) A la formacion de dos células
hijas a partir de una célula madre d) Es sinénimo de mutacién e) Es la eliminacion de
caracteres dominantes durante la division celular.

() Apareamiento donde un organismo homocigoto recesivo es utilizado para conocer
el genotipo de un organismo que expresa el fenotipo dominante. a) Cruzamiento de
prueba b) Autopolinizacion c) Hibridismo d) Entrecruzamiento e) Cruzamiento al azar.
() El principio indica que cada par de caracteres heredables se separa durante la
formacion de los gametos de manera tal que cada gameto recibe solo uno de ellos
¢ Como se denomina este principio? a) Herencia ligada al sexo b) Principio de
Distribucion independiente ¢) Principio de la conservacion de la materia d) Principio de

Segregacion independiente e) Principio de Uniformidad.

11. Considerando la herencia del sistema ABO de grupos sanguineos:

a) ¢;Qué fenotipos y genotipos pueden aparecer en la descendencia de este
matrimonio: mujer I*® x varén I*1B. ; Qué fenotipos no pueden aparecer?

b) Se presentd ante los tribunales de justicia el siguiente caso: la familia Fernandez
reclama que el bebé Rogelio, que les dieron en la maternidad, no les pertenece y que,
en cambio, el bebé José, que tiene la familia Lopez, es el suyo. La familia Lépez niega
este hecho, y el tribunal ordena el examen de los grupos sanguineos de los bebés y

de los padres, con los siguientes resultados:

Madre Padre bebé
Familia Fernandez/Rogelio AB O A
Familia Lépez/José A @) @)

¢ Qué familia tiene razon?
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12. La variedad andaluza de gallina, llamada "azul", aunque en realidad es gris, se
produce mediante cruza entre las variedades negra y blanca. Interviene sélo un par de
alelos. ¢;De qué color serian las gallinas (y en qué proporcion) si se cruzan una azul y
una negra? Explique.

13. Las mujeres tienen los cromosomas sexuales XX, y los hombres los cromosomas
sexuales XY. ¢ Cual de los abuelos de un hombre no podria ser la fuente de los genes
en su cromosoma Y?

14. Herencia ligada al sexo

Es la herencia relacionada con el par de cromosomas sexuales. El cromosoma X porta
numerosos genes, pero el cromosoma Y solo unos pocos, la mayoria de ellos
relacionados con los caracteres sexuales masculinos. El cromosoma X tiene gran
cantidad de genes activos que codifican importantes productos, tales como las
proteinas que intervienen en la coagulacion de la sangre, por lo tanto, si las hembras
tienen dos X deberian tener el doble de los productos o0 enzimas cuyos genes estan en
ese cromosoma con relacion a los individuos del sexo masculino, sin embargo, esto no
ocurre. Se ha observado en mamiferos que en las células somaticas del sexo
femenino, solo uno de los dos cromosomas X es activo. El otro permanece inactivo y
aparece en células en interfase como un cuerpo denso fuertemente coloreado, que se
inactiva y se adosa a la envoltura nuclear en la periferia del nucleo. La inactivacion del
cromosoma X tiene lugar tempranamente luego de la fecundacion. La seleccion del
cromosoma X que se inactivara, es un fenébmeno generalmente aleatorio teniendo en
cuenta que al ocurrir la fecundacion cada cromosoma X tiene origen materno y
paterno, en unas células se inactivara el X materno (Xm) y en otras el X paterno (Xp).
Una vez que se inactiva uno de los dos cromosomas X las células descendientes
mantendran el mismo cromosoma X inactivo originandose un clon celular (Xm) o (Xp)
activos.

a. Teniendo en cuenta la composiciéon quimica de los cromosomas, ¢qué cambios se
producen en el cromosoma X inactivo que no ocurre en el cromosoma X activo en las
mujeres?

b. Una mujer que es heterocigota para el caracter recesivo ligado al sexo que causa
daltonismo, se casa con un hombre normal. ;Qué proporcidon de sus hijos varones
tendran daltonismo?. Realice la combinacion gamética que dara lugar a la proporcion
gue se obtendria de este cruzamiento.

c. La hemofilia en humanos se debe a una mutacién en el cromosoma X. ;,Cual sera la
posible descendencia si una mujer normal tiene hijos con un hombre hemofilico?.
Justifique su respuesta.

A. La mitad de las hijas son normales y la mitad de los hijos son hemofilicos.
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B. Todos los hijos son normales y todas las hijas son portadoras.

C. La mitad de los hijos son normales y la otra mitad son hemofilicos; todas las hijas
son portadoras.

D. Todas las hijas son normales y todos los hijos son portadores.

E. La mitad de las hijas son hemofilicas y la otra mitad de las hijas son portadoras;

todos los hijos son normales.
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ANEXO I: “A TRAVES DEL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO”

Autores:
M. Alejandra Cangiano
Esteban Crespo

La figura de la portada es un grano de polen de Taraxacum officinalen.v “diente de
ledn”, obtenida con el microscopio electrénico de barrido.

Autores:
M. Alejandra Cangiano: Lic. en Cs. Biologicas y Prof. en Ensefianza Media y Superior

en Cs. Bioldgicas. Jefe de Trabajos practicos del Area de Biologia de la Facultad de Quimica,

Bioquimica y Farmacia de la UNSL.

Esteban M. Crespo: Bidlogo. Técnico del LABMEM (CPA Profesional Adjunto). Jefe de

Trabajos Practicos de la Facultad de Quimica, Bioquimica y Farmacia de la UNSL.
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El video “A TRAVES DEL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO” se
exhibira a los alumnos de BIOLOGIA GENERAL Y CELULAR que cursan el primer afio
de las carreras de Bioquimica, Farmacia, Técnico Universitario en Laboratorio
Bioldgico, Técnico Universitario en Esterilizacion, Profesor en Quimica y Analista
Bioldgico (UNSL). El mismo forma parte de las actividades del Trabajo Practico N° 1
“Microscopia”.

La proyeccion de este video tiene como objetivo mostrar el Microscopio
Electrénico de Barrido (MEB), sus partes constitutivas, su funcionamiento y sus
aplicaciones. Ademas, explicar los diferentes pasos a seguir para la preparacion de la
muestra de un grano de polen y la observacién de la imagen en una pantalla.

Este microscopio se encuentra en el laboratorio de Microscopia Electronica y
Microanalisis de la Universidad Nacional de San Luis.

El Laboratorio de Microscopia Electronica y Microanalisis (LABMEM) fue
creado en el ambito de la Universidad Nacional de San Luis en octubre de 2004.
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Microscopio electronico de barrido

Este laboratorio cuenta con un Microscopio Electrénico de Barrido (MEB o
SEM, por sus siglas en inglés) y un equipamiento adicional incorporado que permiten
llevar a cabo una serie de aplicaciones como:

Caracterizacion de materiales heterogéneos, analisis de muestras bioldgicas,
estudios en el campo del arte y la arqueologia, control de contaminacion ambiental,
caracterizacion de rocas, microanalisis no destructivo de materiales metalicos y no

metalicos, entre otras actividades.

Observacion de un grano de polen a través del MEB
Preparacion de la muestra

Las muestras destinadas al MEB deben estar secas, porque el microscopio
funciona en condiciones de alto vacio y también deben ser buenas conductoras del
calor y la electricidad, para permitir que circulen los electrones que impactan sobre
ellas. Las muestras se colocan sobre stubs, portamuestras o tacos generalmente de

aluminio. Para pegar o montar el material a analizar y mejorar la conductividad entre la
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muestra y el taco, se puede emplear cinta adhesiva doble faz de carbono, aluminio,
cobre, o pintura de carbono o plata.

En el caso de muestras biologicas, sensibles, o con contenido liquido, pueden
observarse en el modo de bajo vacio del MEB, sin necesidad de ser metalizadas ni
sufrir ningun tipo de tratamiento previo, o también pueden ser procesadas y
deshidratadas en un Secador por Punto Critico, para luego ser montadas,

metalizadas y observadas en alto vacio.

Secador por Punto Critico

Para observar un grano de polen al MEB, primero se realiza la diseccion de la
flor bajo la lupa, luego se elige una antera con granos de polen maduros y se la pasa
sobre la cinta doble faz de carbono, quedando los granos de polen adheridos en la

misma.

Porta muestra con cinta doble faz donde se pegan los granos de polen

A continuacion se realiza la METALIZACION de la muestra.
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La metalizacion consiste en cubrir el material con un metal conductor como el
oro, oro paladio, plata, etc. o con grafito. Este proceso se realiza en condiciones de

vacio en la camara de un metalizador.

Muestras impregnadas en oro Platina con lugar para 8 muestras

Las muestras cubiertas con oro, normalmente una capa de 20 nm de espesor,
estan listas para ser colocadas en una platina de aproximadamente 5 cm de diametro,
con lugar para 8 (ocho) porta muestras o "stubs" (de 1,2 cm de diametro). Dicha
platina, una vez colocada en la camara del MEB, puede moverse en diferentes
direcciones posibilitando la observacion de la muestra desde distintos angulos.
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Funcionamiento del MEB

El microscopio electrénico de barrido (MEB) utiliza electrones en lugar de
fotones para formar una imagen. Los electrones se originan al calentarse un filamento,
en este caso de tungsteno, ubicado en un cilindro en la parte superior de la columna
del MEB.

Cilindro

Columna

Parte superior del MEB, se observa el cilindro y columna

Filamentos de tungteno

Cilindro de Wehnelt donde se encuentra alojado el filamento de tungsteno

Estos electrones viajan a través de una columna y mediante la accion de lentes
o bobinas electromagnéticas son orientados formando un haz, que mediante la accién
de otras bobinas “barre” la superficie de la muestra originando sefales de distintos
tipos (electrones secundarios, electrones retrodifundidos, electrones Auger, fotones o
rayos X, fluorescencia), algunas de ellas visibles o traducidas como una imagen.

MEB

Monitor

Rayo Haz

de
electrones

V] /
\[/
P

Senal del
especimen

traducida
Especimen

Las lentes crean un campo electromagnético perpendicular a la direccion de la

ruta de los electrones haciendo que los electrones del haz, que tienden a dispersarse,
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se junten y proyecten sobre un punto focal. Al final de la trayectoria la ultima lente,
denominada lente objetivo, concentra el haz de electrones en un punto. Cuando el haz
de electrones (primarios) incide sobre la superficie de la muestra, provoca que

electrones secundarios o retrodispersados sean expulsados de la misma.

Haz de electrones

A
A

-a éMEEﬂ Lente condensador

Az
3 Generador
.r* de barrido

Deflactor del haz

Lente objetivo

Brazo de soporte
de la muestra

Fantalla
fluorescente

Detector

Los detectores recolectan electrones secundarios o retrodispersados y los
convierten en una sefal que es enviada a una pantalla originando una imagen. Los
electrones secundarios son producidos por choques de los electrones primarios con
los atomos de la muestra. Estos electrones poseen baja energia, del rango de 0 a 50
eV; por su baja energia se asume que estos electrones son generados por las
moléculas mas superficiales de la muestra y son utilizados para generar imagenes
tridimensionales al ser recolectados mediante un detector para electrones
secundarios.

Mientras el MEB esté funcionando, la columna y la muestra estan siempre en
alto vacio, lo que significa que la mayoria de las moléculas de aire son removidas,
eliminadas del interior del microscopio. La ausencia de moléculas en la ruta del haz,
permite que éste viaje libremente y logre incidir con precisién sobre la muestra.

El vacio en un microscopio se logra mediante la combinacion de una bomba
rotatoria que hace un vacio previo y una bomba difusora o turbomolecular que logra el
vacio final. El sistema de vacio es controlado de forma totalmente automatica y esta

protegido contra fallas de operacion.
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Detector de electrones retrodifundidos

Camara de MEB donde se coloca la platina con las muestras
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Imagenes de granos de polen a distintos aumentos
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