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Practicas de Biologia Celular

Prologo del Texto

Este manual de practicas y guia texto estd dirigido a los estudiantes del primer semestre de la
Licenciatura en Quimico Farmacéutico Bidlogo del Centro Universitario de la Ciénega de la
Universidad de Guadalajara. En éste manual se recopilan practicas experimentales de acuerdo al
conocimiento y habilidad del estudiante; en ellas se reafirma gran parte de la teoria de la materia
de Bases de Biologia Celular. Las practicas aqui descritas han sido implementadas de acuerdo a
los temas contenidos en el programa de la materia, a la habilidad de los estudiantes dado que
provienen de diferentes bachilleratos, donde algunos realizan pocas practicas y otros no lo
hacen. Por otra parte se toma en cuenta la infraestructura y los consumibles del laboratorio
donde normalmente se realizan estas practicas. Cada una es descrita por un texto introductorio
que explica el fundamento del objetivo de la practica, asi como se detalla paso a paso el
procedimiento, por lo tanto cada practica contempla: a) el uso de un instrumento de uso
frecuente durante la carrera profesional, b) la descripcion de diferentes tinciones para la
observacion de células eucariota y procariota, asi como observacion de tejidos, c) la descripcion
del comportamiento de células eucariotas o procariotas en diferentes medios, d) las formas
correctas de desechar los residuos bioldgicos y €) un anexo donde se describen cantidades y
procedimientos para preparar medios de cultivo, soluciones quimicas y colorantes. El estudiante
al realizar todas las practicas de este manual debera obtener habilidad y destreza para trabajar en
un laboratorio de Ciencias Biologicas. Por otra parte en el manual existen términos y
abreviaciones en inglés, que los autores consideramos no traducirlos debido a que son
terminologias internacionales muy conocidas y muy dificilmente existird una traduccion al

espafol igual o mayormente conocida que en inglés.
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Abreviaciones

Abs Absorbancia

A. dest. Aqua destillatum (agua destilada)

BSL Biosafety Level (nivel de bioseguridad)

DNA Deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucleico)

DPX Di-n-butyl-Phthalate in Xylene (di-n-butil-ftalato en xileno)

EM Erlenmeyer

GLP Good Laboratory Practice (buenas practicas del laboratorio)

GMO Genetically Modified Organism (organismo genéticamente modificado)

HEPA High-efficiency Particulate Air (filtro de aire de alta eficiencia)

HHS U.S. Department of Health and Human Services (Departamento de Salud y
Servicios Sociales de los Estados Unidos)

HIV Human Immunodeficiency Virus (virus de la inmunodeficiencia humana, VIH)

LB Lysogeny Broth

N.A. Numeric Aperture (apertura numérica)

NB Nutrient Broth (caldo nutritivo)

PBS Phosphate-Buffered Saline (buffer fosfato salino)

PDB Potate Dextrose Broth

rER rough Endoplasmatic Reticulum (reticulo endoplasmatico rugoso)

RG Risk Group (grupo de riesgo)

RI Refractive Index (indice de refraccion)

rpm revolutions per minute (revoluciones por minuto)

soln solucion

TSB Tryptic Soy Broth (caldo soya tripticasa)

WHO World Health Organization (Organizacion Mundial de la Salud, OMS)
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Reglamento del Laboratorio

Proteccion Personal
1. Usar batas limpias o uniformes especiales en todas las practicas.
2. Esta prohibido usar las batas o uniformes fuera del laboratorio, p. €j. en /

aulas, cafeterias, oficinas, bibliotecas, salas para el personal, bafos etc.

3. Usar calzado cerrado, de preferencia de piel, seguro para caminar

(no zapatos deportivos, sandalias, zapatillas, zapatos con tacon alto).

4. Usar guantes protectores apropiados para los procedimientos que entrafian

. : . . . P N
contacto directo o accidental con reactivos peligrosos o materiales  SEEEEETINA
e . /T Ay —
biologicos infecciosos. | | V] —
!

Uso de guantes:

- Revisar los guantes visualmente antes del uso (existencia de agujeros)

- No tocar con guantes objetos fuera del experimento (p.ej. teléfono, teclado,
equipos, puertas, griferia) para evitar la distribucioén del contaminante

- Cambiar guantes contaminados inmediatamente!

- No usar guantes por mucho tiempo (dafia la piel)

- Desprenderse de los guantes de manera inside out (de 'dentro a fuera')

- Desechar asépticamente guantes contaminados con agentes biologicos
infecciosos

- Después del uso, lavarse bien las manos y ponerse crema para piel

* No existen guantes universales, que protegen contra todo

* Guantes desechables tienen una solo cierta resistencia contra reactivos

5. Usar gafas de seguridad, viseras u otros dispositivos para proteger los 0jos y

el rostro contra salpicaduras, impactos o radiacion cuando es indicado.

v
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Reglas Generales de Comportamiento en el Laboratorio

1. Es obligatorio informarse sobre los riesgos especificos de sustancias
peligrosas y/o material biologico infeccioso.

Véase: http://radio.cuci.udg.mx/bch/ES/Sicherheit/index.html

2. Hay que mantener el laboratorio limpio y ordenado:

- al material usado (p.ej. quitar escrituras y adhesivos)

- a los equipos (p.ej. limpiar centrifuga o balanza después de su uso)

- el lugar de trabajo y lugares comunes (p.ej. campana, lavabo)

3. Las superficies de trabajo se limpian antes y al final de cada jornada.
Ademas, se descontamina inmediatamente de todo derrame de material
potencialmente peligroso.

4. El laboratorio debe ser libre de materiales no relacionados con el trabajo
(p.€j. bolsas, mochilas).

5. Hay que mantener jSiempre! libres las salidas de emergencias

6. Hay que avisar a los responsables situaciones peligrosas y/o mal

funcionamiento de equipos.

7. Esta prohibido comer, beber, fumar, aplicar cosméticos o manipular
lentes de contacto.
8. Esta prohibido almacenar alimentos o bebidas para consumo humano.

9. Celulares deben ser apagados.

10. Esta prohibido correr o jugar.
11. Estd prohibido usar equipos sin instrucciéon previa por el responsable

respectivo.

12. Hay que lavarse las manos después de manipular reactivos, animales y/o {ﬁ!‘
materiales biologicos, y antes de abandonar las zonas de trabajo.
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Reglas Especiales de Comportamiento en el Laboratorio

1. Esté estrictamente prohibido pipetear con la boca.

2. Esta prohibido colocarse materiales en la boca, pasar etiquetas por la
lengua, tocarse la cara con manos contaminadas (especialmente 0jos).
3. Cualquier derrame o accidente con sustancias peligrosas y/o materiales

infecciosos se comunica al responsable del laboratorio. Se mantiene un

registro escrito de esos accidentes e incidentes.

4. Materiales contaminados hay que descontaminar antes de tirarlos o

limpiarlos para ser reutilizados.

5. Mujeres embarazadas y madres amamantando no deben trabajar con

sustancias peligrosas y/o material biologico infeccioso.

6. Almacenar sustancias y mezclas en recipientes adecuados marcando:

- contenido (sustancia, mezcla, concentracion)

- fecha, propietario, simbolo de peligro
7. Esta prohibido almacenar reactivos en envases de alimentos.
8. No se debe colocar tapas boca abajo sobre la mesa:

- eso deja residuos quimicos sobre la mesa y

- trae contaminacion al recipiente

9. No se debe devolver reactivos a su envase original para
evitar contaminacion al recipiente original.

10. Se usa una espatula para sacar reactivos de su envase.

11. No se debe danar las etiquetas al trasvasar (p.ej. por
goteo).

12. No se debe llenar recipientes mas de 90 % de su maxima
capacidad.

13. Cerrar bien los recipientes no usados.

14. Sustancias que producen polvos, gases, vapores o aerosoles toxicos,

nocivos, cancerigenos, corrosivos o inflamables se manejan en una

campana de extraccion.

15. Para el transporte hay que evitar derrames accidentales utilizando envases

secundarios (estérilizables) o recipientes irrompibles.

VI
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Practica 1

Bioseguridad

Tipo de practica: grupal Duracion de la practica: 4 h

Objetivo
Adquirir el conocimiento para la mejor utilizacidon de agentes bioldgicos en practicas

experimentales y con ello minimizar los riesgos que atenten contra la salud.

Introduccion

La bioseguridad es el conjunto de medidas preventivas para reducir el riesgo de contraer
enfermedades por diferentes agentes biologicos. En los laboratorios, donde se utilice cualquier
material biologico, debe existir un manual de bioseguridad y una infraestructura adecuada para
el manejo del agente biologico; sin embargo la actitud y el modo de proceder de aquellas

personas que trabajan en estos laboratorios determinaran su propia seguridad.

Clasificacion de los agentes biologicos por grupos de riesgos

La Organizacion Mundial de la Salud, la Ley General de Salud en México, el Real Decreto
664/1997 de Espana, la Directiva 2000/54/EC de la Union Europea y el U.S. Department of
Health and Human Services (HHS) coinciden en la clasificacion, que se basa en cuatro aspectos
generales:

1) Caracteristicas bioldgicas del agente:

- Reproductividad (sexual, asexual, frecuencia)
- Capacidad de formar esporas, semillas etc.

2a) Virulencia para el ser humano

- Infeciosidad: dosis infectiva minima, vias de penetracion

- Patogenicidad: virulencia y toxicidad

- Modo de transmision: por aerosoles, contacto, lesiones, vectores

- Datos epidemiologicos: presencia y grado de propagacion asi como inmunizaciéon de la
poblacion

- Tenacidad: capacidad de sobrevivencia (dentro y fuera del laboratorio)

- Tratamientos profilacticos y curativos

2b) Exposicién en el trabajo

- Tipo de trabajo: organizacion y procedimiento
- Frecuencia de exposicion

- Medidas preventivas y posibilidad de desinfeccion
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3) Para el medio ambiente

- Relacion con otros organismos (p.ej. predadores, insectos Utiles como abejas)

- Relacion a los ciclos de nutrientes (p.ej. fijacion de nitrégeno)

- Cambios a la biodiversidad (extinguir formas silvestres)

- Medidas para un monitoreo

4) Organismos Genéticamente Modificados (GMO)

- Estabilidad genética del huésped y presencia de factores de virulencia (p.ej. E. coli K12)

- Estabilidad genética de la modificacion en el huésped
- Movilizacién del vector/de la modificacion genética (transferencia genética horizontal)

- Expresion de genes nuevos y la actividad del producto del gen (toxinas, factores de virulencia)

Basandose en esto los agentes biologicos se han clasificado en cuatro grupos de riesgo (RG):
Agente bioldgico del RG-1: Aquel que resulta poco probable que cause una enfermedad por
infecciéon en el ser humano. El RG-1 incluye organismos no conocidos como patdgenos,
microorganismos de RG > 1 con delecion (es) en su (s) gen(es) de virulencia, psicrofilos (< 20
°C), termofilos (> 50 °C), acidofilos (pH < 4), alcalofilos (pH > 8.5), fotétrofo obligado asi
como cultivos celulares (de plantas, no-vertebrata y vertebrata sin primata). Cepas microbianas
representativas pueden ser Agrobacterium, Bacillus (mayoria), Desulfobacter, Escherichia coli
K12, Lactobacillus, Leuconostoc, Propionibacterium (sin acnes), Pseudomonas (mayoria),
Rhodococcus, Streptomyces, Thiobacillus; Aspergillus (mayoria), Candida (varios), Hansenula,
Kluyveromyces, Mucor, Neurospora, Penicillium, Pichia, Rhizopus, Saccharomyces,
Trichoderma, Ustilago.

Agente biologico del RG-2: Aquel que puede causar una enfermedad en el ser humano y puede
suponer un peligro para los trabajadores, siendo poco probable que se propague a la poblacion y
existiendo generalmente profilaxis o tratamiento eficaz. El RG-2 incluye la mayoria de
organismos patdégenos y parasitos, con virulencia baja para seres humanos sanos y baja
probabilidad de causar una epidemia, como: patdgenos para plantas (sin riesgo para animales),
Actinomyces, Bacillus cereus, Chlamydia, Clostridium (algunos son RG-1), Corynebacterium,
Enterobacter, Enterococcus, Escherichia coli, Haemophilus, Helicobacter pylori, Klebsiella,
Mycobacterium (varios son RG-3), Neisseria, Proteus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella,
Serratia, Shigella, Staphylococcus, Streptococcus; Aspergillus niger, A. flavus y A. fumigatus,
Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis y C. tropicalis, Microsporum, Trichphyton;
Trypanosomas (varios son RG-3), Toxoplasma gondii; Adenovirus, Coronavirus, Epstein-Barr
virus, Herpes simplex, Influenza virus, Papilloma virus, Polio virus asi como material no
caracterizado y posiblemente infeccioso (p.ej. heces, lodos activados, 6rganos de animales,

fluidos corporales etc.).
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Agente bioldgico del RG-3: Aquel que puede causar una enfermedad grave en el ser humano,
presenta un serio peligro para los trabajadores y riesgo de que se propague a la poblacion, pero
existe generalmente una profilaxis o tratamiento eficaz. El RG-3 incluye los organismos
patogenos y parasitos, con virulencia moderada para seres humanos sanos y moderada
probabilidad de causar una epidemia, como: Bacillus anthracis, Brucella, Mycobacterium
tuberculosis, M. leprae, M. bovis, Mycoplasma, Rickettsia, Yersinia pestis; Coccidioides
immitis, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis; Trypanosoma brucei, T. cruzi;
Dengue virus, Hanta virus, Hepatitis virus, Rabia virus, Human immunodeficiency virus (HIV),
Zinga virus; Creutzfeld-Jacob prion.
Agente bioldgico del RG-4: Aquel que puede causar una enfermedad grave en el ser humano,
presenta un serio peligro para los trabajadores y alta probabilidad de que se propague a la
poblacidén, sin que exista una profilaxis o tratamiento eficaz. Los virus son los unicos agentes
biologicos presentes en este grupo, los mas representativos son: Ebola virus, Flavivirus, Herpes
B virus, Junin virus, Lassa fiebre virus, Machupo virus, Marburg virus, X-Arbovirus.
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Fig. 1: Simbolo internacional de Riesgo Bioldgico

Medidas preventivas
En base a la clasificaciéon en los 4 RG se puede implementar medidas preventivas para
compensar el riesgo respectivo. Estas medidas preventivas pueden ser:
a) Técnicas: - Construccion de edificios

- Construccion de equipos

- Material de proteccion individual
b) Organizacionales: - Responsabilidades

- Instrucciones de seguridad y senales

- Anotacion (experimentos, accidentes)

- Cursos de seguridad
c) Personales - Personal calificado

- Técnicas (microbioldgicas) apropiadas (GLP)

d) Bioldgicas: - Células y vectores huéspedes seguros
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La mayoria de las reglas a respeto de la bioseguridad se refiere a medidas técnicas de
contencion, es decir inhibir la liberacion (accidental) de los agentes bioldgicos. Se diferencia
entre 1) las técnicas de laboratorio, 2) equipo (barreras primarias) y 3) instalacion/disefio del
laboratorio (barreras secundarias).

1) Técnicas de laboratorio: El elemento mas importante para contener los riesgos biologicos es
el seguimiento estricto de las buenas practicas y técnicas biologicas (GLP). Como parte de estas
practicas estd el desarrollo o adopcion por parte de cada laboratorio de un manual de
operaciones (o manual de seguridad biologica) en que se identifiquen los riesgos que pueda
sufrir el personal y que especifique los procedimientos que puedan minimizar los riesgos.

Las causas mas comunes para infectarse son:

- Pipetear con la boca

- Lastimarse con agujas y jeringas

- Exposicion a aerosoles liberados por agitacion, centrifugacion, desintegracion, flamear asas,
homogeneizacidn, pipetear, ultrasénicar

- Falta de higiene: desinfectar area de trabajo, equipo y manos antes y después del trabajo asi
como inmediatamente cuando ocurre una contaminacion o derrame; estérilizar material
contaminado

2) Equipo de seguridad (barreras primarias): Se incluyen en este apartado tanto dispositivos

o aparatos que garantizan la seguridad del personal (p.ej. campanas de seguridad biologica nivel

1,2 6 3 que eviten la liberacion de aerosoles y filtran aires de escape (Fig. 2)), como las prendas

de proteccion personal (guantes, mascarillas, batas, calzado, lentes etc.).
a) nNo seguro b) BSL-1 4 )
BSL{2 <

By

-« //T

Fig. 2: Campanas, las flechas indican el flujo de aire: rojo = contaminado, azul = estéril. a) Banco de trabajo de aire

|

limpio: estéril para el experimento e inseguro para el trabajador, que recibe aire contaminado. b) Campana de
extraccion, que protege el trabajador contra aerosoles, pero el experimento es expuesto a aire contaminado. c)
Campana de flujo laminar: adecuado para trabajos de RG-2, protegiendo tanto al trabajador como al
experimento. d) Cabina de alta bioseguridad, herméticamente sellada para evitar que cualquier agente biolégico
pueda salir; la manipulacién ocurre a través de guantes: adecuado para trabajos de RG-3 y RG-4.
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Bioseguridad

3) Disefio y construccion de la instalacion (barreras secundarias): La magnitud de las

barreras secundarias depende del tipo de agente infeccioso que se manipule en el laboratorio.

Dentro de ellas se incluyen la separacion de las zonas donde tiene acceso el publico, la

disponibilidad de sistemas de descontaminacion (autoclaves, incineradores etc.), el filtrado de

aire de salida, presion negativa, flujo de aire direccional etc. (Tab. 1).

Tab. 1: Medidas de contencién (nivel de bioseguridad, BSL) que se aplican segln la naturaleza de las

actividades que esta en concordancia con los grupos de riesgos (RG).

Medidas de contencion RG-2 RG-3 RG-4
BSL-2 BSL-3 BSL-4
1. Lugar de trabajo separado de toda actividad que se No Aconsejable | Si
desarrolle en el mismo edificio
2. El aire introducido y extraido del lugar de trabajo se | No Si, para la Si, para la
filtra por filtros de alta eficacia para particulas en el aire salida de aire |entraday
(HEPA) o de forma similar salida de aire
3. Solamente se permitira el acceso al personal Aconsejable | Si Si, con esclusa
designado de aire
4. El lugar de trabajo debe ser precintado para permitir | No Aconsejable | Si
su desinfeccion (con gas)
5. Procedimientos de desinfeccion especificos Si Si Si
6. El lugar de trabajo se mantendra con una presion No Aconsejable | Si
negativa respecto a la presion atmosférica
7. Control eficiente de vectores p.¢j., roedores ¢ insectos | Aconsejable | Si Si
8. Superficies impermeables al agua y de facil limpieza | Si, para como RG-2, |como RG-3,
mobiliario ademas suelo |ademas techo
y paredes
9. Superficies resistentes a acidos, alcalis, disolventes y | Aconsejable | Si Si
desinfectantes
10. Almacenamiento para agentes biologicos Si Si, seguro Si, de alta
seguridad
11. Ventanilla de observacion/un dispositivo alternativo | Aconsejable | Aconsejable | Si
en las zonas para que se pueda ver a sus ocupantes
12. Laboratorio con equipo propio Aconsejable | Si Si
13. El material infectado, animales incluidos, se debe Cuando Si, cuando la | Si
manejar en una cabina de seguridad biologica o en un proceda infeccion se
aislador u otra contencion apropiada propague por
el aire
14. Incinerador para destruccion de animales muertos Aconsejable | Si, disponible |Si, en el

mismo lugar
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Material a utilizar

Material didactico y visita a los laboratorios donde se trabaja con material bioldgico.

Procedimiento

Esta practica se iniciara en el salon de clases, donde el profesor explicara a los estudiantes las
medidas de seguridad en los laboratorios donde se trabaja con material bioldgico (infeccioso).
Después de ello el profesor trasladara a los estudiantes a cada uno de los laboratorios del Centro

Universitario para ensefiarles la infraestructura de cada laboratorio.

Resultados

Describir los resultados detalladamente en hojas blancas anexas y resumirlos en este cuadro.

Elementos de Laboratorio de Laboratorio de Laboratorio de Laboratorio de

seguridad

Manual de
Bioseguridad

Clasificacion de
agentes biol. en

grupos de riesgo

Medidas de

contencion

Observaciones

Conclusiones
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Bioseguridad

Cuestionario

Definir los siguientes conceptos:

1. Agente biologico:

2. Microorganismo:

3. Cultivo celular:

4. Peligro:

5. Dano:

6. Riesgo:

7. Desinfeccion:

&. Contaminacion:

9. Estérilizacion:
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10. Incineracidn:

11. ;Cuadles paises cuentan con laboratorios de BSL-4?
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Practica 2

Preparacion de un banco de diluciones y uso del
espectrofotometro

Tipo de practica: Equipos Duracion de la practica: 4 h

Objetivo
Ensenar al estudiante los conocimientos basicos para trabajar en un laboratorio de ciencias
experimentales con buenas practicas de laboratorio mediante la preparacion de un banco de

diluciones y el uso del espectrofotometro.

Introduccion

Banco de diluciones

Consiste en la disminucion de la concentracion de una muestra liquida concentrada (solucion
madre) donde el factor de dilucién es constante y como resultado proporciona una progresion
logaritmica para estudiar curvas de concentracion.

Razén de diluciéon (dilution ratio) es la relacion de diferentes solventes en una solucién, p.ej.

agua : metanol 30:70 significa 30 partes agua y 70 partes metanol (que suma 100 partes). Este
sistema no necesariamente es binario, se puede mezclar mas de 2 solventes, p.ej. agua : metanol
: acetona 20:70:10, que significa 20 partes agua, 70 partes metanol y 10 partes acetona. Cuando
se escribe la razon de dilucion de un sistema binario, p.ej. agua : etanol 50:50, es 1:1 (que suma
2 partes).

El factor de dilucidén (dilution factor) describe la relacion de la solucion madre (stock solution)

en el volumen final. La expresion "1:5", se dice "dilucién 1 a 5" ("1 to 5 dilution"), significa 1
parte solucion madre em 5 partes finales, es decir hay que afiadir 4 partes diluyente
(normalmente agua). El factor de dilucion es '/s (también se escribe 5). En este contexto la
expresion 1:1 significa 1 parte solucién madre en 1 parte final, es decir no diluido.

Diluciones también pueden ser seriales: Una dilucion serial decimal de una solucion madre, p.ej.
de la concentracion 1 M, podria ser 1 M; 0,1 M; 0,01 M; 0,001 M; esta dilucion es llamada

dilucién logaritmica. El factor de dilucion para cada dilucion seria 0,1; para eso a 1 volumen de

solucion madre y se afiadiria 9 volumenes del diluyente y asi sucesivamente. Los factores de
dilucién se puede multiplicar para saber el factor de dilucion total: Para llegar de la solucién 1
M a 0,001 M hay que hacer 3 diluciones 1:10, es decir el factor de dilucion total es 0,1*0,1*0,1
=0,001 = 10™. Una dilucién al doble del volumen se denomina a veces dilucion semilogaritmica
(10%) (Aneja 2005; Madigan et al. 2004).
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Fundamentos sobre el uso del espectrofotometro

Absorcion de luz: Cada especie molecular tiene la capacidad de absorber radiacion

electromagnética a una frecuencia caracteristica. En este proceso se transfiere energia a la
molécula, que provoca una disminucién en la intensidad de la radiacién electromagnética
incidente. Por consiguiente, la absorcion de la radiacion atenua el rayo incidente de acuerdo con
la ley de la absorcion.

La ley de absorcion, también conocida como ley de Lambert y Beer, o simplemente ley de Beer,
proporciona informacion cuantitativa de como la atenuacion de la radiacion depende de la
concentracion (c) de las moléculas que la absorben y de la distancia (d) que recorre el rayo de
luz en el medio ambiente (p.ej. una solucién). Cuando la luz atraviesa una solucion con el
analito, la intensidad de la radiacion disminuye (= atenuacion) como consecuencia de la
excitacion del analito (= absorcidn) asi como, en menor parte, la reflexion. Cuanto mayor sea la
trayectoria (d) del rayo en la solucion de analito de una concentracion (c), habra mas analito que
absorba la radiacion, y la atenuacion sera mayor (Fig. 3). La absorbancia y transmitancia son
fracciones respectivas en el espectro electromagnético de la luz. Debido a las interacciones que
suceden entre los fotones y las particulas absorbentes (= analitos), la intensidad del rayo
disminuye desde [y, hasta 1. La transmitancia T de la solucion, es la fraccion de radiacion
incidente que transmite la solucion, tal como se muestra en la ecuacion 7= I/]. La transmitancia

suele expresarse como porcentaje o porcentaje de transmitancia (Skoog et al., 2003).

<~—d— T=1Ul
A=lglyl
d: distancia [cm]
I, C I :> c: concentracion analito [mol/1]

Fig. 3: Atenuacién de un haz de radiacién por una solucion absorbente. La flecha mas grande es el rayo incidente,
significa que la energia radiante es mayor que la que trasmite la solucion.

Espectrofotometro

Este equipo es utilizado frecuentemente para analisis quimicos en la industria farmacéutica y
alimentaria. Sirve para medir la relacion entre valores relativos de una misma magnitud
fotométrica a dos haces de radiaciones, mide también la concentracion o reacciones quimicas o
bioquimicas de una muestra; ambas mediciones se realizan en funcion de una longitud de onda
(Skoog et al., 2003). Estos instrumentos son utilizados principalmente para la cuantificacion de

compuestos organicos € inorganicos asi como de microorganismos.
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Material a utilizar

Microorganismos Consumibles

Cualquier bacteria Gram negativa o positiva Solucién madre de Safranina (100 g/1)

Material Etanol 70%

6 Tubos de ensayo de 16 x 150 mm Agua destilada (4. dest.)

3 Tubos de ensayo de 13 x 100 mm Medios de cultivo

2 Matraces EM o Tryptic Soy Broth (TSB) ¢
vasos de precipitados de 50 ml Nutrient Broth (NB)

6 Pipetas serologicas de 1 ml Equipo

2 Pipetas serologicas de 5 6 10 ml 1 Autoclave

2 Celdas espectrofotométricas de 1 ml 1 Espectrofotometro

1 Perilla de tres vias 1 Mechero Bunsen

1 Micropipeta de 10 a 100 pl
1 Micropipeta de 100 a 1000 pl

Puntas amarillas y azules
Tubos tipo Eppendorf

Procedimiento

Esta practica complementa el conocimiento y habilidad del estudiante en la preparacion de
diluciones seriadas, uso de soluciones, equipo o instrumentos utilizados en el area de farmacia y
biotecnologia. La preparacion de una dispersion no solo se debe asociar a la preparacion de una
solucion quimica, también existen otro tipo de dispersiones, como en el caso de la biotecnologia
donde se utilizan soluciones isotdnicas, medios de cultivos en forma liquida o de gel asi como
suspensiones de células. Por otra parte el uso del espectrofotometro no so6lo se utiliza para medir
absorbancia o transmitancia en soluciones coloreadas sino también se puede utilizar para medir
la absorbancia de una suspension celular bacteriana, como se observara en esta practica. Bancos
de diluciones se usa frecuentemente para diluir soluciones quimicas o suspensiones de células.
En algunas disciplinas de la biotecnologia o en ciertas circunstancias no es necesaria la exactitud
de las mediciones de volumenes o cantidades como frecuentemente se exige en el area de

quimica.
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Preparacion del banco de diluciones (macrodilucion)

1. Colocar los tubos de 16 x150 mm en una gradilla y rotularlos de mayor a menor diluciéon 107";
107107 107 107; 10

2. Afiadir 9 ml de agua destilada a cada tubo de ensayo.

3. Adicionar 1 ml de la soluciéon madre de safranina al tubo rotulado con la dilucion 107 y
mezclar.

4. Con una nueva pipeta transferir 1 ml del tubo 107" al tubo 10 y mezclar, asi sucesivamente

hasta el tubo 10"6, no olvidar mezclar el tubo antes de realizar la transferencia.

Preparacion e inoculacion de un medio de cultivo liquido

1. Realizar los célculos necesarios (seguir instrucciones del proveedor) para obtener la cantidad
de medio de cultivo que se disolveran en 20 ml de A4. dest.

2. Pesar el medido de cultivo en una balanza semianalitica y transferirlo a un matraz EM de 50
ml y adicionar 20 ml de 4. dest. (en la preparacion de medios de cultivo no es necesario
aforar la solucion).

3. Mezclar muy bien el medio de cultivo en el A. dest.; esta solucion se le llama caldo de
cultivo.

4. Transferir 3 ml de caldo de cultivo homogéneo, con una pipeta serologica de 5 6 10 ml, a
cada uno de los 6 tubos de ensayo.

5. Tapar estos tubos; dejarlos con la tapa floja para su estérilizacion (autoclave).

6. Inocular con 100 pul de caldo con Escherichia coli 3 tubos con caldo de cultivo estéril e
incubar 12 ha 37 °C.

7. Después de 12 h se obtendra una suspension celular de aprox. 10° células/ml.

Nota: Por fines practicos, los puntos 5 y 6 pueden ser omitidos, si previo a la practica los tubos

con caldo de cultivo fueron esterilizados e inoculados.

Preparacion del Banco de diluciones (microdilucion)

1. Rotular los tubos tipo Eppendorf de 107, 102y 10~.

2. Agregar 900 pl de medio de cultivo estéril (el mismo de arriba) a cada tubo rotulado.

3. Transferir de la suspension celular (muestra) con aprox. 10° cel/ml 100 pl con una
micropipeta, al primer tubo Eppendorf con 900 pul de medio de cultivo y mezclar, ésta es una
dilucién 107, a partir de aqui realizar diluciones hasta 10~. No olvidar mezclar.

4. De cada una de las diluciones transferir con una micropipeta 1 ml, de la suspension celular
mas diluida (10~) hasta el tubo con 10° cel/ml, a una celda espectrofotométrica. Por otro lado
transferir 1 ml de caldo de cultivo estéril a una segunda celda espectrofotométrica. La

primera sera la muestra y la segunda sera la referencia.
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Uso del espectrofotometro
Calibrar el espectrofotometro con la solucién de referencia a A = 600 nm (longitud de onda

utilizada en suspensiones microbianas) y realizar la medicion. Anotar las absorbancias (Abs).

Limpieza del lugar de trabajo

La desinfeccion de las mesetas se realiza con etanol al 70 % antes y después de realizar la
practica. El cultivo en las celdas espectrofotométricas se regresa a los tubos con los cultivos
utilizados en la practica y a la celdas vacias se les agrega alcohol al 70 % después de 5 min se

desecha el alcohol, se lavan las celdas con agua destilada y se dejan secar.

Eliminacion de residuos bioldgicos

Los volumenes restantes de caldos de cultivos con microorganismos o placas de Petri se
esterilizan mediante un tratamiento térmico huimedo en un equipo llamado autoclave a 121 °C, 1
bar (15 psi) por 20 min. Después los caldos de cultivos se desechan al desagiie con abundante

agua y el agar derretido se desecha a la basura general.

Resultados

Describir los resultados en hojas anexas

1. (Cudl es la concentracion de la solucion madre de safranina en mg/ml? Realice las
operaciones.

2. ¢ Cual es la concentracion en mg/ml por tubo en el banco de diluciones?

107"

107

10°:

10™*:

10°:

10°°:

3. Realizar los calculos de la cantidad de medio de cultivo a pesar
4. Anotar el numero de células en cada diluciéon y la absorbancia que le corresponde.
Muestras (cel/ml) Abs (1) Abs (3 Abs 3

Suspension original = 10°

Dilucion 1/10 =

Dilucion 1/100 =

Dilucion 1/1000 =

13
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5. Graficar los resultados Abs vs concentracion.

6. Con los resultados obtenidos responda a la siguiente pregunta: Si una suspension bacteriana
con 10° cel/ml tiene una absorbancia de [cuantas células microbianas tendran
las diluciones?

Abs Concentracion celular (cel/ml)

Suspension original = 10°

Dilucion 1/10 =

Dilucion 1/100 =

Dilucion 1/1000 =

Observaciones

Conclusiones

Cuestionario

1. ;Como seria una dilucion seriada semilogaritmica?

2. (Cual es la diferencia entre una solucion, suspension, dispersion y emulsion? (no definir los

conceptos de cada una).
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3 ;Cuando se aplica la técnica de banco de diluciones en el area de farmacia?

4. (Para qué se utiliza una solucién de referencia para medir al espectrofotometro una muestra?

Referencias bibliograficas

1. Aneja K. R. (2005): Experiments in Microbiology. Plant Pathology and Biotechnology. 5°
ed., New Age Publisher, India. pp. 69

2. Madigan M. T., Martinko J. M., Parker J. (2004): Brock Biologia de los Microorganismos.
10* ed., Pearson Prentice Hall, Espana. pp. 146-147

4. Skoog D.A., West D.M., Holler F.J., Crouch S.R. (2003): Quimica Analitica. 7* ed., Mc Graw
Hill, México. pp. 575-576

5. Manual de Quimica General de la Universidad Pontificia Catélica del Perua (UPCP).

Disponible en: http://corinto.pucp.edu.pe/quimicageneral/contenido/62-tipos-de-soluciones-
y-solubilidad
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Practica 3

Partes del microscopio: observacion de células y tejidos

Tipo de practica: Equipos Duracion de la practica: 2-4 h

Objetivo
Conocer los componentes del microscopio y adquirir la habilidad de usarlo mediante la

observacion de distintos tipos de células y tejidos.

Introduccion

Microscopia
Es el uso de un rayo de luz o electrones para hacer visibles los objetos que no son visibles a
simple vista. Sus principios generales son: radiacion de longitud de onda, magnificacion,

resolucion y contraste.

Radiacion de longitud de onda

Cuando se habla de un haz de radiacion se refiere tanto a rayos como ondas. La luz visible es
una parte del espectro electromagnético que incluye rayos X, microondas y ondas de radio.
Estas formas de radiacion difieren en longitud de onda y la distancia entre dos puntos de la
misma. El ojo humano es limitado a un rango de longitudes de onda (llamado "luz visible") y
envia impulsos nerviosos al cerebro, el cual los interpreta como diferentes colores, p.ej.
longitudes de onda de 400 nm como violeta y de 650 nm como rojo. La luz blanca estd
compuesta de muchos colores (longitudes de onda) y tiene un promedio de 550 nm (Fig. 4). Por
otra parte los electrones son cargados negativamente y su movimiento actia como ondas, donde
sus longitudes dependen de su voltaje. Por ejemplo una longitud de onda de 10.000 V es 0,01
nm, mientras que una de 1.000.000 V es 0,001 nm. Esto significa que al usar radiaciones de

longitudes de onda mas pequeiias se incrementa la utilidad del microscopio.

16



Practica de Biologia Celular Microscopio

Espectro electromagneético.

Lonaitud de onda (A} en metros.

IVAVAVAV VS

10'3 10“ 1011 10-1° 109 10% ﬂl? 10‘ [ 104 10'3' 1'3z 10 10 ‘IIZIz 10* 104 105
o [ i i [ T ]
Infrarrojo -—’R_a_:la_;_h
Rayos TE:; % Q ____:r\]_ Sl ———
Gamma Hayos X HlE: < OndasdeRadio
L >
5

a
E g Térmico —
g =

-'.

400nm : 500nm : 600nm ‘mc}nm
Aiul Verde RO]O

Fig. 4: Espectro electromagnético, imagen extraida de http://1.bp.blogspot.com/

Magnificacion

Este concepto se refiere al aparente incremento del tamafio de un objeto, que es indicado por
una "x" que significa "vez". La magnificacion resulta cuando un haz de radiaciéon refracta al
cruzar una lente. Lentes con curvatura refractan la luz y campos magnéticos refractan el haz de
electrones. Una lente con curvatura convexo refracta rayos de luz que pasan a través de su
periferia en mayor proporcion que cuando pasan en el centro; parecido como una serie de
prismas: los rayos que atraviesan la lente se reencuentran en el punto focal (Fig. 5). En este
punto focal los rayos se dispersan y favorecen al agrandamiento de la imagen (Fig. 6). El grado
de la magnitud de la imagen depende del grosor de la lente, su curvatura y la velocidad de la luz
al atravesar la muestra. Las propiedades que determinan la utilidad de la magnificaciéon son

resolucion y contraste.

Y

-
-«

Imagen
magnificado
del objeto

Obijetivo

Fig. 6: Magnificacion de un objeto por una lente plano-
Fig. 5: Refraccion de un haz de luz por una lente bi- convexo
convexo: distancia focal (f) y punto focal (F)
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Resolucion

Esta propiedad describe la habilidad de distinguir con claridad dos objetos muy cercanos.
Cuando luz pasa por una apertura se difracta, que limita a la resolucion (Fig. 7). Los
microscopios modernos, que funcionan con luz visible y ultravioleta, pueden distinguir entre
objetos de 200 nm de distancia, los electronicos, que funcionan con haz de electrones, tienen un
poder de resolucidon de 0,1 nm. La resolucion depende de la longitud de onda de una radiacion
electromagnética, la apertura numérica de la lente y la capacidad de la lente para recuperar luz
(Bauman, 2007).

F

2 puntos resueltos  limite de resolucién 2 puntos no resueltos
(Rayleigh limit)

Fig. 7: Poder de resolucion: 2 puntos son resueltos, cuando sus patrones de difraccion no se solapan
(izquierdo), cuando se inician de solapar se alcanza el limite de resolucion (centro) y cuando los
puntos se solapan no son resueltos (derecho).

Contraste

Esta propiedad se refiere a las diferencias en intensidad del brillo entre dos objetos u objeto y el
soporte (fondo). La mayoria de los microorganismos no son coloreados y presentan muy poco
contraste. Una forma de aumentar el contraste es tifiéndolos. Otra forma es explotar las
diferencias entre el indice de refraccion de la célula y del medio; a este proceso se le llama fase
(Nester et al., 2004).

Parfocal

Normalmente los objetivos de microscopios Opticos son parfocales, es decir la distancia focal (f)
no cambia con un cambio de objetivo y por lo tanto la magnificacion. La distancia focal para un
objetivo de menor magnificacion es mayor; por eso, cuando hay que buscar el plano focal
inicialmente moviendo la platina verticalmente, se debe usar un objetivo con baja magnificacion
para no romper la lente del objetivo con la muestra accidentalmente. Una vez encontrado el
plano focal, se puede cambiar los objetivos sin mover la platina (verticalmente).

Para sacar la muestra es util regresar al objetivo de baja magnificacion para no dafar la lente de

un objetivo por accidente.

18



Practica de Biologia Celular

Microscopio

Microscopios mas utilizados
Tab. 2: Diferentes tipos de microscopia y su uso (Bauman, 2007)

Tipo de

microscopio

Descripcion de la imagen

Usos

a) Microscopio de

luz:

Magnificacion util de 1x a 2.000x;
resolucion hasta 200 nm

Luz visible, la longitud de onda azul

suministra mejor resolucion

- Campo claro

Muestras coloreadas o no tefiidas

en contra de un fondo brillante

Observacion y conteo de

microorganismos muertos

- Campo obscuro

Muestras brillantes en contra de un

fondo obscuro

Observacion de microorganismos

vivos y no tefiidos

- Contraste de fases

Muestras con areas claras y

Observacidn de estructuras internas

obscuras de microorganismos vivos
- Nomarski Parecen imagenes tridimensionales | Observacion de estructuras de
por contraste de interferencia microorganismos vivos
diferencial
- Fluorescencia Muestras con colores fluorescentes | Localizacion de estructuras o
en contra de un fondo obscuro compuestos quimicos especificos
- Confocal Estructuras en un solo plano (corte | Observacion detallada de estructuras

optico) normalmente en

combinacion con fluorescencia

celulares en una poblacion celular

b) Microscopio

Magnificacion tipica 1.000x a

Usa electrones con longitudes de onda

electronico: 10.000x, resolucién a 0,1 nm corta; las muestras tienen que estar en
vacio
- Transmision Monoétono, doble dimension, Observacion de detalles ultra-
imagen altamente magnificada, estructurales extremas de células,
puede tener un incremento de color | virus y bacterias
- Scanning Mondétono, tridimensional, imagen | Observacion de los detalles de la

altamente magnificada; puede

tener un incremento de color

superficie de la estructura celular

Microscopios de

Magnificacion mayor de

Estos microscopios se mueven sobre

proximidad 100.000.000x la superficie de la muestra
- Scanning Moléculas individuales y atomos | Observacion de la superficie del
tunneling visibles objeto, suministra finamente detalles

- Fuerza atomica

Moléculas individuales y atomos

visibles
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Material a utilizar

Material Consumibles
3 Portaobjetos con muestras tefiidas de células Etanol 70 %
vegetales, bacterianas o levaduras Agua destilada (4. dest.)
10 Portaobjetos con muestras montadas de tejidos animales Equipo
3 Cubreobjetos 1 Microscopio

Procedimiento

Observacion al microscopio

1. Muestras fijadas y coloreadas sobre un portaobjetos les seran entregadas a cada uno de los
equipos. Con las c€lulas vegetales y tejidos animales iniciar con el objetivo de 40x. Con las
bacterianas y levaduras observar con el objetivo de 100x, se debe agregar una gota de aceite
de inmersion.

2. Tomar el portaobjetos con la muestra y colocar el cubreobjetos sobre la muestra.

3. Colocar la preparacion sobre la platina y asegurarla con las pinzas, ajustar el objetivo 10x con
el revolver, enfocar primeramente con el tornillo macrométrico y después con el tornillo
micrométrico. Con la muestra enfocada cambiar al objetivo 40x y reenfocar con el anillo
micrométrico para lograr nitidez. Por ultimo observar todo el campo con la perilla de
movimiento. Antes de usar el objetivo de 100x colocar una gota pequefia de aceite de
inmersion sobre el cubreobjetos.

Limpieza del lugar de trabajo
La desinfeccion de las mesetas se realiza con etanol al 70 % antes y después de realizar la
practica. Si se utiliza aceite de inmersion limpiar el objetivo de 100x con un papel limpio y

suave.

Eliminacion de residuos bioldgicos

Al final de la practica, si es necesario, los portaobjetos con muestra pueden ser sumergidos en
etanol al 70 % por 20 min o en solucion de hipoclorito de sodio; después lavarlos con agua y
jabon para ser reutilizados o desecharlos directamente a donde se almacena el material de vidrio
para reciclar. Los cubreobjetos se desechan al contenedor de basura punzocortante con la
leyenda "Residuos Peligrosos, Solidos Biologico-Infecciosos", que esta marcado con el simbolo
internacional de riesgo biologico (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002: Fig. 1). Las soluciones
de hipoclorito sédico, como la lejia de uso doméstico, contienen 50 g/l de cloro libre y por lo

tanto se debe diluirlas 1:10 para obtener una concentracion final de 5 g/l.
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Resultados

Describir los resultados en hojas anexas

1. Dibujar y sefialar los componentes del microscopio.

2. Dibujar o fotografiar a las células observadas sefialando los objetivos utilizados.

3. Dibujar o fotografiar a los tejidos, nombrarlos y sefialar la forma celular dentro del tejido.

Observaciones

Conclusiones

Cuestionario
1. Usando un microscopio con el objetivo de 40x y una lente en el ocular de 10x ;Cuantas veces

magnificada se ve la muestra?

2. {Qué es aceite de inmersion?

3. (Por qué se debe utilizar aceite de inmersion con el objetivo de 100x y no con el objetivo de
10x?

4. (Describa los 4 partes mas importante del microscopio? ;A cudl sistema pertenece cada una?
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Practica 4

Fijacion y tincion de células eucariotas

Tipo de practica: Equipos Duracion de la practica: 4 h

Objetivo
Adquirir habilidad en la fijacion biologica y tincién de células eucariotas y observar con el

microscopio sus formas, tamafios y distribucion en un mismo plano.

Introduccion

El arbol filogenético de la vida
En un arbol filogenético se representa a todos los organismos vivos que habitan este planeta y la
relacion evolutiva basada en sus caracteristicas genéticas entre las especies u otras entidades que

provienen de una ascendencia en comun.

Origen de las células eucariotas

Aunque no hay un acuerdo cuando se originaron las eucariotas, se propone que fue hace unos
2.000 millones (2*10%) de afios. Cada vez son mayores las evidencias que demuestran que las
eucariotas son el producto de la fusion de una arquea y una bacteria. Se han propuesto tres
posibles explicaciones principales y una adicional recientemente:

1) Las eucariotas son el producto de la fusiéon completa de dos o mas células, el citoplasma
procedente de una bacteria y el nucleo de una arquea (Martin, 2005).

2) Las eucariotas se desarrollaron de las arqueas y por una endosimbiosis adquirieron sus
caracteristicas eucariontas (bacteria modificada) a partir de una proto-mitocondria de origen
eubacteriana (Lane, 2016).

3) Las eucariotas y arqueas se desarrollaron independientemente a partir de una eubacteria.

4) Una célula eucariota primitiva fue formada por la endosimbiosis de ambos arquea y bacteria

por un tercer tipo de célula, llamado cronocito (Hartman y Fedorov, 2002).

Células eucariotas

Las células eucariotas son todos los miembros del reino animal y vegetal, incluyendo los
hongos, cuales existen en dos formas multicelular (moho y seta) y unicelular (levadura) y los
protozoarios (proto: primitivo; zoarios: animal); estos son exclusivamente unicelulares, las
células animales y vegetales son multicelulares. Las células eucariotas tienen un tamafno

alrededor de 10-100 um y su morfologia celular es muy variada. Estas células estdn definidas
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por una membrana celular que la rodea, adicionalmente todos sus organulos estan rodeados por
membranas. La caracteristica principal es la segregacion del DNA celular en un nucleo definido,
que es rodeado por una membrana doblada: la parte interna es orientada hacia el nucleoplasma y
la parte externa continlia con el reticulo endopldsmico rugoso, un lugar de ensamble de
proteinas (transmembranales o extracelulares). Funcionalmente unido a este complejo es el
aparato de Golgi, que modifica estas proteinas y las empaqueta en vesiculas, p.ej. las vesiculas
secretoras, que transportan material celular a la superficie para liberarlo. Las mitocondrias,
ubicadas en el citosol, son generadoras de ATP. Los lisosomas digieren el material extracelular
para reciclarlo. Peroxisomas degradan moléculas no deseadas o poco comunes usando el
oxigeno. La reproduccion sexual en eucariotas generalmente se denomina meiosis, que es una
forma especializada de division celular; sin embargo también existe ademas la reproduccion
asexual como en el caso de los mohos denominado mitosis (Lodish et al. 2005). Por ultimo, la
pared celular provee forma a la célula asi como proteccion por alteraciones ambientales que
puedan dafiar su membrana celular. Las cé€lulas animales y protozoarios no tienen pared celular,
sin embargo las paredes celulares de levaduras, hongos y células vegetales tienen estructuras

quimicas unicas para cada uno de estos grupos.

Material a utilizar

Material biologico Consumibles
Saccharomyces cerevisiae (levadura) Etanol 70%
Cebolla (tejido vegetal) Agua destilada (4. dest.)
Mucosa bucal (células humanas) Azul de metileno
Material Azul de toluidina
3 Portaobjetos, 3 Cubreobjetos Soluciones isotonicas
1 Pinza de metal, 1 pinza de madera KOH 0,1 M
1 Placa de 12 pocillos Medios de Cultivo
1 Placa de Petri Potato Dextrose Agar (PDA)
1 Soporte de tincidon (recipiente rectangular de Equipo

pléstico, 10 - 15 cm largo y 5 - 10 cm de ancho)
1 Escalpelo 1 Microscopio
1 Asa de Kolle 1 Mechero Bunsen

5 Palillos de madera
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Procedimiento

Las tinciones para las células eucariotas son muy variadas desde el uso de un solo colorante para
observar uno de sus organulos hasta el uso de dos o mas colorantes, adicionalmente soluciones
quimicas, para observar mas de un organulo. La razén de esto es la complejidad de la estructura
interna de las células eucariotas asi como su gran variedad: animales, vegetales o hongos; sin
embargo su tamafio (10-100 um) facilita su observacion. Ademas no todas las células eucariotas
pueden ser fijadas de la misma forma, cada grupo tiene un procedimiento especifico, que lo
observaremos en esta practica. A las eucariotas que tienen un tamafo menor 10 pum (p.ej.
levaduras, hongos) se observa con la lente del objetivo 100x.

Tincion simple

Tincion simple a hongos v levaduras (p.ej. Saccharomyces cerevisiae)

a) Fijar

1. Desengrasar el portaobjetos con etanol.

2. Tomar una gota del cultivo, si es liquido, con el asa de Kolle o nicromo y colocarla en el
centro del portaobjetos. Si es solido tomar una gota de solucién isoténica y colocarla en el
portaobjetos. Después tomar una "asada" de la colonia y colocarla en medio de la gota.

3. Extender con el asa haciendo un 6valo.

4. Secar a los lados de la flama del mechero (sin quemar la muestra).

5. Repetir a partir del paso 2 (3 6 4 veces cuando es liquido o la muestra es muy diluida, si
proviene de medio solido, solo 1 vez).

b) Colorear

1. Colocar unas gotas de azul de metileno sobre la muestra ya fijada y esperar 90 s.

2. Lavar con A. dest., decantar y secar.

3. Colocar un cubreobjetos sobre la muestra y observar al microscopio: la levadura
primeramente con el objetivo de 40x y después con el objetivo de 100x y aceite de

Inmersion.

Tincion especial para levaduras y hongos

El azul de toluidina es un colorante acidéfilo y metacroméatico que pertenece al grupo de las
tidcidas. Su caracteristica principal es que tifie selectivamente componentes acidos de los
tejidos, tales como sulfatos y fosfatos del DNA y RNA de las células; cuando se une a estas
moléculas, altera su longitud de onda absorbida y de color azul se torna a color rojo. Esta
técnica también es muy utilizada para tinciones nucleares in vivo en células humanas epiteliales

de la mucosa bucal como diagnostico precoz del cancer bucal (Lopez del Castillo et al., 2010).
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Levaduras y hongos (ejem. aislados de frutos en descomposicion)

a) Fijar

1. Desengrasar el portaobjetos con etanol.

2. Tomar una gota del cultivo, si es liquido, con el asa de Kolle o nicromo y colocarla en el
centro del portaobjetos. Si es solido tomar una gota de solucién isoténica y colocarla en el
portaobjetos. Después tomar una "asada" de la colonia y colocarla en medio de la gota.

3. Extender con el asa haciendo un 6valo.

4. Secar a los lados de la flama del mechero (sin quemar la muestra).

5. Repetir a partir del paso 2 (3 6 4 veces cuando es liquido o la muestra es muy diluida, si
proviene de medio solido, solo 1 vez).

b) Colorear

1. Colocar unas gotas de etanol a 40% a la muestra fijada. Esperar 1 min.

2. Lavar con A. dest. y decantar.

3. Agregar unas gotas de KOH 0,1 M durante 10 min. Evitar deshidratacion aplicando

algunas gotas mas.
. Lavar con 4. dest. y decantar.
. Agregar unas gotas de azul de toluidina, esperar 2 min.
. Lavar con 4. dest., decantar y secar.

N N D A

. Colocar un cubreobjetos sobre la preparacion y observar al microscopio, primeramente con
el objetivo de 40x y después con el objetivo de 100x y aceite de inmersion. Las células a
observar son rojas.

Tincion a células epidermales vegetal
Cuticula de la cebolla

a) Fijar

1. Partir una cebolla y separar sus capas, extraer con ayuda del escalpelo y una pinza la capa
mas delgada.

2. Depositar la capa en una placa Petri con solucidn isoténica. Introducir oblicuamente el
portaobjetos en la placa y con ayuda de una pinza colocar la membrana en el portaobjetos,
intentar que no queden arrugas.

b) Colorear

1. Cubrir con gotas de azul de metileno la capa de células y esperar 5 min.

2. Colocar el portaobjetos en la placa Petri vacia, un extremo en el borde y el otro en la base
(inclinacién aprox. 45°) lavar desde el extremo superior al inferior con un chorro débil de

A. dest., presionando con una pinza la capa de células para evitar que sea arrastrada.

26



Practica de Biologia Celular 7incion de células eucariotas

3. Cuando el agua es clara o sin rastros del colorante, colocar el cubreobjetos sobre la
muestra, presionar levemente para liberar la presencia de burbujas.
4. Observar al microscopio a 10x y 40x.

Tincion de células epiteliales animal con azul de metileno y azul de toluidina
Al usar azul de toluidina: fijar como es descrito en este apartado y colorear como esta descrito
en la tincidn para hongos y levaduras.

Células de la mucosa bucal

a) Fijar
1. Depositar una gota de solucion isotdnica a un portaobjetos limpio.
2. Raspar con un palillo la mucosa interna de la mejilla ejerciendo un poco de presion pero
sin lastimar.
3. Extender y mezclar con el mismo palillo el material bucal sobre el portaobjetos que
contiene la gota.
4. Secar a los lados de la flama del mechero (sin quemar la muestra).
b) Colorear
1. Después de la fijacion, colocar el portaobjetos sobre el soporte de tincion.
2. Agregar unas gotas de azul de metileno sobre la extension y esperar 2 min.
3. Inclinar el portaobjetos y lavar con agua destilada con un chorro débil del extremo superior
4. Cuando ya no exista rastros del colorante, secar al aire o con papel absorbente (sin
arrastrar).
5. Colocar un cubreobjetos sobre la muestra evitando burbujas de aire y observar primera-

mente con el objetivo de 40x y después con el objetivo de 100x y aceite de inmersion.

Limpieza del lugar de trabajo
La desinfeccion de las mesetas se realiza con etanol al 70 % antes y después de realizar la

practica. Con un pafio limpio y suave limpiar la lente del objetivo 100x.

Eliminacion de residuos bioldgicos

1. Los volumenes restantes de caldos de cultivos con microorganismos o placas de Petri se
esterilizan mediante un tratamiento térmico huimedo en un equipo llamado autoclave a 121 °C, 1
bar (15 psi) por 20 min. Después los caldos de cultivos se desecha, junto con abundante agua, al
desagiie y el agar derretido se desecha al contenedor de basura general.

2. Al final de la préctica los portaobjetos con muestra pueden ser sumergidos en etanol al 70 %
por 20 min o en solucidon de hipoclorito de sodio; después lavarlos con agua y jabon para ser

reutilizados o desecharlos directamente a donde se almacena el material de vidrio para reciclar.
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Los cubreobjetos se desechan al contenedor de basura punzocortante con la leyenda "Residuos
Peligrosos, solidos Biolégico-Infecciosos", y estd marcado con el simbolo internacional de
riesgo biologico (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002: Fig. 1). Las soluciones de hipoclorito
sodico, como la lejia de uso doméstico, contienen 50 g/l de cloro libre y por lo tanto se debe
diluirlas 1:10 para obtener una concentracion final de 5 g/1.

Resultados

Describir los resultados en las paginas en blanco anexas.

1. Dibujar o fotografiar cada tipo de célula observada y sefialar en los dibujos los nombres de las
estructuras observadas, de acuerdo a la siguiente lista:

a) Levaduras y hongos (sefialar el tipo de tincion)

b) Células vegetales

c¢) Células animales
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Observaciones

Conclusiones

Cuestionario
1. (Qué tipo de morfologia celular observo? ;Qué tamafios en um tienen las células que Ud

observo?

2. (Por qué a las células eucariotas se les considera complejas?

3. ;(Cuales otros tipos de tinciones existen para células eucariotas? Mencione por lo menos 4 que

NO utiliz6 en la practica
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Practica 5

Fijacion y tincion de células procariotas

Tipo de practica: Equipos Duracion de la practica: 4 h

Objetivo
Adquirir habilidad en la fijacion biologica y tincion de diferentes bacterias asi como esporas
bacterianas y observar con el microscopio sus formas, tamafios y distribucion en un mismo

plano.

Introduccion

Procariotas

A diferencia de las eucariotas, los procariotas son mas simples, debido a la ausencia de
organulos, ademas todos son unicelulares. Los procariotas estan formados por dos reinos:
Eubacteria y Archaebacteria. Estas dos formas comparten una variedad de similitudes desde su
tamano, la simplicidad de sus estructuras y la reproduccion asexual. Sin embargo la gran
diferencia se basa en sus historias evolutivas. El término bacteria con "b" minuscula es
frecuentemente sindnimo de procariota (y el termino mas correcto seria "eubacteria") mientras
el término Bacteria con "B" mayuscula se refiere al dominio filogenético. Las formas
bacterianas no son tan variadas, frecuentemente son en forma esférica llamada cocos (el término
"coco" se refiere a la forma redonda y el término en itdlicas "Coccus" se refiere al género) o
alargados llamados bacilos (el término "bacilo" se refiere a la forma alargada y el término en
italicas "Bacillus" se refiere al género) y son generalmente muy pequefios: un bacilo tipico mide
de 1 a 5 um de largo por 1 um de didmetro. La complejidad de las eucariotas estd dada por el
numero de organulos y sus membranas que los rodean mientras las procariotas no tienen
organulos y la inica membrana es la que rodea al citoplasma llamada membrana citoplasmatica.
En el citoplasma se extiende una larga molécula de dos cadenas formando el inico cromosoma
bacteriano que se condensa para dar lugar a un complejo llamado nucleoide, que en general (es
circular. Ademas muchos géneros de los procariotas contienen DNA extracromosémico de
forma circular llamados plasmidos que suelen contener genes que confieren propiedades
especiales a las cé€lulas, pero no son genes que se requieren para la supervivencia. Por otro lado,
en el citoplasma se encuentra los ribosomas donde se sintetiza las proteinas. Por ultimo, la pared
celular esta rodeando a la membrana citoplasmatica y proporciona rigidez estructural a las
células (Madigan et al. 2005).
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Fijacion de células bacterianas

Las células tefiidas y vistas bajo el microscopio deben ser semejantes a células vivas. La fijacion
es un proceso en cual las estructuras internas y externas de células o microorganismos son
conservadas e inmovilizadas en una posicion. Entonces, en la fijacion se inactiva las enzimas,
que pueden alterar la morfologia celular, y se endurece las estructuras celulares, para que estas
no se cambien durante la tincion y observacion. Por lo tanto, la célula muere al momento de la
fijacion.

Hay dos tipos de fijacion fundamentalmente diferentes:

1) Fijacion al calor: las muestras biologicas se extiende (comunmente bacterias) sobre el

portaobjetos y con una flama azul se confiere calor seco prudentemente y se fija la pelicula. Esto
preserva la morfologia pero no la estructura interna de las células.

2) Fijacién quimica: se usa para proteger las estructuras finas internas de las células y la

morfologia subcelular. Los fijadores quimicos penetran a las células y reaccionan con
componentes celulares; usualmente proteinas y lipidos para inactivar, insolubilizar e
inmovilizarlos. La mezcla comun de fijadores contienen tales componentes como metanol,
etanol, acetona, acido acético, cloruro de mercurio, formaldehido o glutar(di)aldehido (Prescott
et al., 2005).

Tinciones comunes

Los diferentes colorantes usados para tefiir cualquier tipo de célula tienen dos caracteristicas en
comun:

a) Tienen agentes cromodforos (el que proporciona color a la molécula) que absorben luz, al ser
excitados emiten diferentes colores dependiendo de la longitud de onda.

b) Pueden unirse a las células mediante uniones covalentes, i6nicos o hidrofobicos. P.ej., un
colorante cargado positivamente puede unirse a las estructuras celulares cargadas negativa-
mente.

Los colorantes ionizables pueden ser divididos en dos clases, de acuerdo con la naturaleza y
carga de su grupo:

1) Colorantes basicos: Azul de metileno, fucsina basica, cristal-violeta, safranina o verde de

malaquita tienen grupos con cargas positivas (algunas formas de nitrégeno tetravalente) y son
generalmente comercializados como sales de cloruro. Los colorantes basicos se unen a las
moléculas cargadas negativamente como acidos nucleicos y la mayoria de las proteinas. Dado
que las superficies de la mayoria de las células son cargadas negativamente, los colorantes
basicos son frecuentemente usados. Estos colorantes son utilizados para determinar el tamatfio,

forma y arreglo o distribucion de las células.
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2) Colorantes acidos: Eosina, rosa de bengala o fucsina acida poseen grupos cargados

negativamente tales como carboxilos (-COOH) o hidroxilos (-OH). Los colorantes acidos se
unen a las estructuras celulares cargadas positivamente (Prescott et al., 2005).

Las células pueden ser coloreadas in-vitro o in-vivo (p.€j. tejidos vivos). En las tinciones in-vivo
las células o estructuras adquieren los colorantes de contraste y se puede estudiar sus arreglos,
distribucioén, morfologia mientras estan desempenando su funcion. Este tipo de tincidon puede
revelar donde o como se lleva a cabo una reaccion quimica-enzimatica dentro de las células o
tejidos, donde se almacena algin producto quimico determinado, donde esta presente una
proteina especifica etc. Una tincidn in-vitro es colorear células y estructuras que han sido
extraidas de su sitio bioldgico y tipicamente se observa formas, tamafos y estructuras con mejor

detalle que in-vivo (Penney et al., 2002). En esta practica se realiza una tincion in-vitro

Las tinciones simples o diferenciales son las mas utilizadas para material biologico en estudios

preliminares.

Tincion simple: es el uso de un solo colorante, frecuentemente azul de metileno, que se aplica al

material biol6gico mediante pasos sencillos. Esta tincion se utiliza principalmente para observar
el tamafio, la morfologia y la distribucion de las células en el mismo plano (Bauman, 2007).

Tincion diferencial: es el uso de dos o mas colorantes, donde uno es el que colorea y el (los)

otro(s) es(son) utilizado(s) como mordiente(s) (proporciona mayor afinidad al colorante) o como
colorante(s) de contraste. Esta tincion se utiliza para distinguir grupos de microorganismos en el
mismo plano o contrastar estructuras externas o internas de la misma célula (Bauman, 2007).

Tincion especifica: es el uso de uno o dos colorantes y otras soluciones quimicas con el fin de

fijar o dar contraste a la estructura de la célula bacteriana que se desee observar (Presccott et al.
2005).

33



Prdctica de Biologia Celular

7incion de células procariotas

Material a utilizar

Material biologico

Escherichia coli, Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis, Streptococcus pyogenes
Pseudomonas aureoginosa

Material

6 Portaobjetos

6 Cubreobjetos

1 Placa de Petri

1 Soporte de tincion (ver practica 4)

1 Asa de Kolle

Consumibles

Etanol 40 y 70 %

Agua destilada (4. dest.)

Azul de metileno

Cristal violeta

Procedimiento

Safranina

Lugol

Etanol-Acetona

Soluciones isotonicas
Safranina 0,5%

Verde de malaquita 5%
Aceite de inmersion

4 Trozos de papel filtro (2*3cm)
Medios de Cultivo
Lysogeny Broth (LB)
Trypticase Soy Agar (TSA)
Equipo

1 Placa de calentamiento

1 Microscopio

1 Mechero Bunsen

A diferencia de las cé€lulas eucariotas, para observar a las células procariotas es muy frecuente

utilizar una sola forma para fijarlas.

Tincion simple: La tincion simple se realiza a hongos, levaduras, bacterias y células vegetales.

Bacterias Gram negativas o positivas

a) Fijar

1. Desengrasar el portaobjetos con etanol.

2. Tomar una gota del cultivo, si es liquido, con el asa de Kolle o nicromo y colocarla en el
centro del portaobjetos. Si es solido tomar una gota de solucién isoténica y colocarla en el
portaobjetos. Después tomar una "asada" de la colonia y colocarla en medio de la gota.

3. Extender con el asa haciendo un 6valo.

4. Secar a los lados de la flama del mechero (sin quemar la muestra).

5. Repetir a partir del paso 2 (3 6 4 veces cuando es liquido o la muestra es muy diluida, si
proviene de medio solido, solo 1 vez).

b) Colorear

1. Colocar unas gotas de azul de metileno sobre la muestra ya fijada y esperar 90 s.

2. Lavar con A. dest. y decantar.

3. Secar y observar al microscopio la levadura con el objetivo de 40x; la bacteria,

primeramente con el objetivo de 40x y después con el de 100x y aceite de inmersion.
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Tincion diferencial: Tincion de Gram (Fig. 10)

Cultivo puro y mixto de bacterias Gram negativas y positivas

a) Fijar
1. Desengrasar el portaobjetos con etanol.
2. Tomar una gota del cultivo liquido, con el asa y colocar en el centro del portaobjetos.
3. Extender con el asa haciendo un 6valo.
4. Secar a los lados de la flama del mechero (sin quemar la muestra).
5. Repetir a partir del paso 2 (3 6 4 veces cuando es liquido o la muestra es muy diluida).
b) Colorear
1. Colocar unas gotas de cristal violeta sobre la muestra ya fijada. Esperar 90 s.
. Inclinar el portaobjetos y lavar del extremo superior con A. dest.
. Colocar unas gotas de Lugol para lograr una mayor afinidad al colorante. Esperar 30 s.
. Lavar con etanol-acetona por 20 s y decantar.
. Lavar con 4. dest. y decantar.
. Agregar safranina y esperar 90 s.

. Lavar con 4. dest. y decantar.

0 N N W B~ WD

. Secar y observar al microscopio, primeramente con el objetivo de 40x y después con

objetivo 100x y aceite de inmersion.

Fijacion Cristal violeta Lugol EtOH/Acetona Safranina
en O D A > @
e a8, @ > @

Fig. 10: Las fases de la tincion de Gram: Fijacién, tincidon con cristal violeta, aplicar mordiente con Lugol,
decoloracion con etanol/acetona y coloracion de contraste con safranina.
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Tincion de esporas

Cultivo puro de Bacillus cereus o Bacillus subtilis

1. Técnica de Azul de metileno
a) Fijar

1. Desengrasar el portaobjetos con etanol.

2. Tomar una gota del cultivo con bacterias del género Bacillus (p.ej. Bacillus subtilis o
Bacillus cereus), si es liquido, con el asa de Kolle o nicromo y colocarla en el centro del
portaobjetos. Si es soélido tomar una gota de solucién isotonica y colocarla en el
portaobjetos. Después tomar una "asada" de la colonia y colocarla en medio de la gota.

3. Extender con el asa haciendo un 6valo.

4. Secar a los lados de la flama del mechero (sin quemar la muestra).

5. Repetir a partir del paso 2 (3 6 4 veces cuando es liquido o la muestra es muy diluida, si
proviene de medio s6lido, solo 1 vez).

b) Colorear

1. Colocar unas gotas de azul de metileno a la muestra fijada Esperar 5 min.

2. Lavar con A. dest. y decantar.

3. Lavar con 4. dest., decantar y secar.

4. Colocar un cubreobjetos sobre la preparacion y observar al microscopio, primeramente con
el objetivo de 40x y después con el objetivo de 100x (antes de observar, agregar una gota
de aceite inmersion sobre el cubreobjetos). El citoplasma se observara azul y las esporas
seran puntos claros brillantes.

1I. Técnica de Schaeffer-Fulton
a) Fijar
1. Desengrasar el portaobjetos con etanol.
2. Tomar una gota del cultivo con bacterias del género Bacillus (p.ej. Bacillus subtilis o
Bacillus cereus), si es liquido, con el asa de Kolle o nicromo y colocarla en el centro del
portaobjetos. Si es soélido tomar una gota de solucién isotonica y colocarla en el

portaobjetos. Después tomar una "asada" de la colonia y colocarla en medio de la gota.
3. Extender con el asa haciendo un 6valo.

4. Secar a los lados de la flama del mechero (sin quemar la muestra).

5. Repetir a partir del paso 2 (3 6 4 veces cuando es liquido o la muestra es muy diluida, si
proviene de medio solido, solo 1 vez).
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b) Colorear

1. Colocar un trozo de papel filtro sobre el portaobjetos, un poco més grande del tamafio de la
muestra fijada.

2. Cubrir todo el papel filtro con verde de malaquita (solucidon acuosa al 5%).

3. Colocar la preparacion sobre un vaso de precipitado de 250 ml; éste debe tener agua
comun hirviendo para evitar la deshidratacion, agregar otras gotas del colorante (evitar
vapores blancos): la hidratacion con el colorante se debe hacer tres veces, mientras la
preparacion estd calentdndose aproximadamente 5 min.

4. Quitar el papel con unas pinzas y desecharlo en el contenedor de basura general.

5. Lavar la preparacion con A. dest. y decantar.

6. Agregar unas gotas del colorante de contraste safranina al 0,5% (no usar la misma solucion
de safranina utilizada en la tincion de Gram), esperar 30 s.

7. Lavar con A. dest., decantar y secar.

8. Colocar un cubreobjetos sobre la preparacion y observar al microscopio, primeramente con
el objetivo de 40x y después con el objetivo de 100x (antes de observar, agregar una gota
de aceite inmersion sobre el cubreobjeto). Las células se observaran rojas y las esporas

verdes.

Limpieza del lugar de trabajo
La desinfeccion de las mesetas se realiza con etanol al 70 % antes y después de realizar la

practica. Limpiar con un pafio limpio y suave la lente del objetivo 100x.

Eliminacion de residuos bioldgicos

1. Los volumenes restantes de caldos de cultivos con microorganismos o placas de Petri se
esterilizan mediante un tratamiento térmico humedo en un equipo llamado autoclave a 121 °C, 1
bar (15 psi) por 20 min. Después los caldos de cultivos se desecha, junto con abundante agua, al
desagiie y el agar derretido se desecha al contenedor de basura general.

2. Al final de la préctica los portaobjetos con muestra pueden ser sumergidos en etanol al 70 %
por 20 min o en solucidon de hipoclorito de sodio; después lavarlos con agua y jabon para ser
reutilizados o desecharlos directamente a donde se almacena el material de vidrio para reciclar.
Los cubreobjetos se desechan al contenedor de basura punzocortante con la leyenda "Residuos
Peligrosos, solidos Bioldgico-Infecciosos", y estd marcado con el simbolo internacional de
riesgo biologico (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002: Fig. 1). Las soluciones de hipoclorito
sodico, como la lejia de uso doméstico, contienen 50 g/l de cloro libre y por lo tanto se debe

diluirlas 1:10 para obtener una concentracion final de 5 g/1.
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Resultados

Describir los resultados en las paginas anexas.

Senalar en los dibujos los nombres de las estructuras observadas.
1. Dibujar o fotografiar cada bacteria observada.

2. Dibujar o fotografiar las esporas observadas.

3. Nombrar el género de cada bacteria o espora.

Observaciones

Conclusiones

Cuestionario

1. {Por qué es necesario fijar la muestra?

2. ;Qué diferencias observo al utilizar una tincion de Gram de una tincién simple?

3. (Por qué es necesario teiir la muestra?
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4. ;Cuales géneros bacterianos son capaces de formar esporas?
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Practica 6

Observacion de estructuras internas de células eucariotas

Tipo de practica: Equipos Duracion de la practica: 4 h

Objetivo
Observar las estructuras internas de células animales como el nicleo y mitocondrias mediante la

técnica de Frotis sanguineo y el colorante Verde Janus respectivamente.

Introduccion

Las células eucariotas son muy complejas con un citoplasma organizado con organulos
limitados por membranas bioldgicas, que son similares en su composicion a la membrana
celular. El nucleo es el orgdnulo més notable y caracteristico tanto en células animales como en
vegetales, hongos y protistas. Tomando en cuenta la naturaleza 4cida o basica de las estructuras
celulares y a la capacidad de oxidacion de los colorantes azul de metileno (basico) y eosina
(acido), se logra distinguir coloraciones monocromadticas entre los granulos y nucleo de los
leucocitos al tefiirlos con soluciones de Giemsa o Wright (Warhurst & Williams, 1996). Por esto
mismo un ejemplo tipico para observar una estructura interna de una célula animal es el nucleo.
Por otra parte las mitocondrias son generadores de energia para la c€lula. Ellas aprovechan la
energia de la oxidacién de moléculas de los nutrientes para producir adenosina trifosfosfato
(ATP); debido a esta condicion el colorante Verde de Janus (Janus Green B), que se introduce al
citoplasma, es en forma reducida incolora, pero cuando éste penetra al interior de las

mitocondrias se oxida y vira a un color azul brillante (Kotsias, 2005).

Frotis sanguineo: técnica fundamental para analisis clinicos

La técnica de frotis sanguineo consiste en una extension de sangre realizada sobre un
portaobjetos con ayuda de otro portaobjetos (Fig. 8), que permite observar bajo el microscopio
diferentes formas celulares sanguineas (Fig. 9). Con débil aumento se explora la preparacion
para localizar la zona en la que el frotis es mejor.

En el campo del microscopio se ve con un dominio predominante los eritrocitos (también
llamados globulos rojos o hematies) tefiidos de color rojo. No tienen nucleo y se observa un
entorno mas claro en medio que en los bordes. Los leucocitos (también llamados globulos
blancos) se identifica ficilmente por la presencia del nicleo (Warhurst & Williams, 1996). Estos

se clasifican en:
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Linfocitos: Un poco més grandes que los eritrocitos, con un nicleo muy voluminoso que ocupa
casi toda la célula y aparece fuertemente tefiido de un color violeta obscuro con Giemsa. Con
Wright el nucleo es tefiido de 4zul purpura a azul obscuro profundo y el citoplasma de azul
cielo.

Monocitos: Normalmente son los mas grandes y son agranulocitos, pero son poco frecuentes y
hay que desplazarse por la preparacion para encontrar alguno. Tienen un nucleo muy grande y
redondeado que aparece tefiido en color violeta con Giemsa y Wright.

Polimorfonucleares (neutréfilos, eosinodfilos y basédfilos): Presentan el nucleo fragmentado,

como lobulos grandes.

Neutrofilos: Su nticleo es lobular y puede presentarse en forma de banda segmentado cubriendo
la mitad de la célula. El ntcleo se tifie de color azul obscuro con Giemsa. Con Wright, el nacleo
se tifie de purpura obscuro, el citoplasma rosa palido y algunos granulos pequefios de rojizo a
lila.

Eosinéfilos: Son granulocitos, poco abundantes de color rojizo y el nacleo tefiido de color azul
marino con Giemsa. Con Wright, el nucleo se tifie de azul, el citoplasma rosa palido, granulos
largos de rojo a rojo-naranja. Estas células aumentan su niimero en caso de parasitosis o alergia.

Basofilos: Presentan un ntcleo tefiido de rojo y granulos en el citoplasma tefiiddos de color azul
oscuro con Giemsa. Con Wright, el ntcleo es tefiido de ptrpura a azul obscuro y los granulos

largos casi negros.

= -

Fig. 8: Técnica del frotis sanguineo extendiendo la gota de sangre de un extremo al otro de un portaobjeto.

BASOELD

POLINUCLEARES

Fig. 9: Morfologia celular y nucleo de las células sanguineas (extraido de "Practicas de citologia").
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Material a utilizar

Material biologico Consumibles

Sangre humana Etanol 70%

Mucosa bucal Agua destilada (4. dest.)
Material Metanol

8 Portaobjetos Colorante de Giemsa o
8 Cubreobjetos Wright

2 Lancetas estériles Guantes de latex

1 Soporte de tincion (recipiente rectangular de Papel de cocina

plastico, 10 - 15 cm largo y 5 - 10 cm de ancho) Verde de Janus 0,05%

1 Cinta adhesiva Soluciodn isotonica

2 Aplicadores de madera largos (del mismo ancho que
el soporte de tincion)

2 Aplicadores de madera medianos (palillos largos)

Equipo
1 Microscopio

1 Mechero Bunsen

Procedimiento

Tincion del nucleo por frotis sanguineo

Una gota de sangre humana

Nota: En esta técnica se usa guantes.

a) Fijar

1.

. Colocar los 6 portaobjetos desengrasados sobre la servilleta.

N N D W

Colocar una servilleta de papel sobre la superficie donde se trabaja.

. Lavar y limpiar con un antiséptico el extremo libre del dedo indice.

. Con la lanceta pinchar rapidamente el extremo del dedo.

. Apretar la punta del dedo hasta lograr ver una gota de sangre.

. Colocar una gota de sangre en el extremo de uno de los portaobjetos.

. Seguidamente colocar un portaobjetos como lo indica Fig. 8 y deslizarlo de un extremo al

otro. Hay que pasar sé6lo una vez de forma continua e ininterrumpida.

8. Repetir la operacion con 2 portaobjetos mas, con el fin de seleccionar la mejor tincion.

9. Secar al aire las extensiones lo mas rdpido posible. La desecacion se facilita con un

movimiento en forma de abanico, nunca soplando ni usando calor. La rapida desecacion

evita la deformacion de las células sanguineas.

10. Depositar el portaobjetos con la extension de sangre encima del soporte de tinciones.

11. Depositar sobre la extension unas gotas de metanol y esperar que se evapore.
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b) Colorear
1. Una vez evaporado el metanol, depositar unas gotas de Giemsa o Wright (véase anexo)
cubriendo toda la extension, evitar desecacion y esperar 5 min.
2. Lavar con A. dest. la preparacion hasta que arrastre todo el colorante.
3. Secar al aire o bien al calor débil de la flama del mechero.
4. Colocar el cubreobjetos y observar al microscopio iniciando con el objetivo de 40x y
después con 100x y aceite de inmersion.

5. Identificar las células sanguineas de acuerdo a la Fig. 9.

Nota: Esta técnica es muy util en analisis clinicos para el conteo de células sanguineas y
comparar los resultados con valores estandarizados. En esta practica no se tiene tal objetivo.

Tincion de las mitocondrias con Verde de Janus
Células de la mucosa bucal

a) Fijar
1. Depositar una gota de solucion isotonica a un portaobjetos limpio.
2. Raspar con un palillo la mucosa interna de la mejilla ejerciendo un poco de presion pero
sin lastimar.
3. Extender y mezclar con el mismo palillo el material bucal sobre el portaobjetos que
contiene la gota.
4. Secar a los lados de la flama del mechero (sin quemar la muestra).
b) Colorear
1. Después de la fijacion, colocar el portaobjetos sobre el soporte de tincion.
2. Agregar unas gotas de verde de Janus sobre la extension y esperar 5 min.
3. Inclinar el portaobjetos y lavar con agua destilada con un chorro débil del extremo superior
4. Cuando ya no exista rastros del colorante, secar al aire o con papel absorbente (sin
arrastrar).
5. Colocar un cubreobjetos sobre la muestra evitando burbujas de aire y observar con el
objetivo de 100x (no olvidar usar aceite de inmersion). Las mitocondrias se observaran de
color verde-azul brillante rodeando el nucleo.
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Limpieza del lugar de trabajo
Las mesetas de trabajo se desinfectan con etanol al 70 % antes y después de realizar la practica.

Con una pafio limpio y suave limpiar la lente del objetivo 100x.

Eliminacion de residuos bioldgicos

1. Los guantes se deben colocar en el recipiente donde se almacena material bioldgico
infeccioso. El color del recipiente es rojo con el simbolo de riesgo biologico (Fig. 1). Al final de
la préactica los portaobjetos con muestra pueden ser sumergidos en etanol al 70 % por 20 min o
en solucion de hipoclorito de sodio; después lavarlos con agua y jabon para ser reutilizados o
desecharlos directamente a donde se almacena el material de vidrio para reciclar. Los
cubreobjetos se desechan al contenedor de basura punzocortante con la leyenda "Residuos
Peligrosos, so6lidos Bioldgico-Infecciosos", que estd marcado con el simbolo internacional de
riesgo biologico (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002: Fig. 1). Las soluciones de hipoclorito
sodico, como la lejia de uso doméstico, contienen 50 g/l de cloro libre y por lo tanto se debe
diluirlas 1:10 para obtener una concentracion final de 5 g/1.

2. Objetos punzocortanes como tubos capilares, navajas, lancetas, agujas de jeringas
desechables, agujas hipodérmicas, bisturi y estiletes de catéter deberan ser colocados en el
recipiente hermético de color rojo etiquetado con la leyenda "Peligro, Residuos Peligroso;
Punzocortantes Biologico-Infeccioso", que esta marcado con el simbolo internacional de riesgo
biologico (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002: Fig. 1).

3. En ultimo caso, si no existe un deposito donde colocar todo el material, que estuvo en
contacto con fluidos corporales (p.ej. sangre), este deberd ser esterilizado mediante un
tratamiento térmico humedo en un equipo llamado autoclave a 121 °C, 1 bar (15 psi) por 20

min. Después depositarlo en basura general.

Resultados

Describir los resultados en las hojas en blanco anexas.

1. Dibujar o fotografiar y nombrar los diferentes tipos de células sanguineas con el ntcleo
correspondiente.

2. Dibujar o fotografiar las observaciones y sefialar las estructuras mitocondriales.
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Observaciones

Conclusiones

Cuestionario
1. (Qué otras estructuras internas celulares eucariotas se podrian observar al microscopio de

campo claro? ;Por qué?

2. (Cual estructura interna es la mas notable dentro del compartimento de una célula vegetal?

3. Enliste las estructuras internas que constituyen a las células eucariotas y distinga cada una de

ellas de acuerdo al tipo de célula animal, vegetal y hongos.
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Practica 7

Comportamiento de células eucariotas frente a soluciones
con diferente osmolaridad y a diferentes temperaturas

Tipo de practica: Equipos Duracion de la practica: 4 h

Objetivo

Identificar el comportamiento de las células expuestas a soluciones isotonicas, hipotonicas e
hipertonicas, asi como la viabilidad celular cuando son expuestas a temperaturas diferentes a las
de su hébitat.

Introduccion

Las células eucariotas son vulnerables cuando son expuestas a parametros fisicos o quimicos
diferentes a las de su habitat. Aunque la mayoria de ellas, en condiciones no muy severas, son
capaces de mantener la viabilidad pero no la reproduccion, es decir son capaces de sobrevivir.
Sin embargo condiciones muy severas pueden danarlas hasta provocar la muerte; algunos
parametros fisicos son irradiacion por luz UV dafiando su DNA, temperaturas a partir de 40 °C
provocando la desnaturalizacion de proteinas. Algunos pardmetros quimicos son pH bajos o
altos desnaturalizando proteinas o soluciones hipertonicas o hipotdnicas, que provocan un

desequilibrio osmotico.

Tonicidad

La tonicidad es la osmolaridad de una solucion comparada con la osmolaridad del citosol de
célula. En otras palabras, es la relacion entre la concentracion de los iones (solutos) en una
solucion y los iones (solutos) dentro de las células. Las soluciones, que tienen la misma
concentracion (osmolaridad) de solutos que dentro de la célula, son llamadas soluciones
isotonicas. Las soluciones con mayor osmolaridad que dentro de las células son llamadas
hipertonicas, y las soluciones con menor osmolaridad que dentro de las células son hipotdnicas
(Speralakis, 2011).

Soluciones isoténicas: Cuando las células son sumergidos en una solucién con la misma

osmolaridad, la difusion del agua a través de la membrana celular es en ambas direcciones y el
indice de difusion de agua es el mismo en ambos sitios. Entonces es una solucion isotonica o

isoosmotica. Ejemplo de una solucion isotonica es una solucion salina de NaCl al 0,9 %.
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Soluciones hiperténicas: En la biologia una solucion hipertonica (hiperosmotica) es una

solucion con mayor concentracion de solutos que el citosol. Cuando se sumerge células dentro
de una solucién hipertonica, la tendencia del flujo de agua a través de la membrana celular es
hacia fuera de las células con el fin de equilibrar las concentraciones de solutos. Ejemplos de
soluciones hipertonicas son mermeladas, salmueras etc.

En el caso de células animales, las células pierden agua y se arrugan, se ven hundidas o se
encogen, un proceso que se Conoce Como crendcion.

En el caso de células vegetales o microbianas el agua también sale del citosol, el protoplasma se
retrae, produciéndo un espacio entre la membrana plasmatica y la pared celular. A este
fenomeno se le conoce como plasmalisis.

Soluciones hipotonicas: En la biologia una solucién hipoténica (hipoosmdtica) tiene menor

concentracion de solutos que el citosol o citoplasma. Cuando se sumerge células en soluciones
hipotonicas el agua se difunde a través de la membrana celular del exterior hacia el interior de la
célula con el fin de equilibrar las concentraciones de solutos para ambos sitios. Ejemplo tipico
de una solucidn hipotonica es el agua destilada (4. dest.).

Células animales sufren del fenomeno de citdlisis, dado que el agua entra al citosol, la célula se
hincha y se pueden romper las membranas. En el caso de eritrocitos, a este fendémeno se le
denomina hemdlisis.

En células vegetales ocurre una presion de turgencia: cuando el agua entra a la célula se hincha
y se puede destruir la membrana (lisis) pero no la pared celular debido a su gran estabilidad;
algo muy parecido pasa con los hongos y bacterias (Speralakis 2011, Donnersberger, 2002);

aunque en el caso de bacterias la pared celular puede ser destruida.

Temperatura

La temperatura Optima es el indice de crecimiento maximo, que puede ser bastante diferente
entre las especies. El indice de la mayoria de las reacciones bioquimicas incrementa cuando la
temperatura también incrementa debido a la energia cinética de los reactantes. Sin embargo la
conformacion de las proteinas, tales como enzimas, es sensible a los cambios de temperatura
(altas o bajas): estos cambios pueden dar lugar a la desnaturalizacion de las proteinas, es decir
una alteracion estructural a la forma tridimensional en que la proteina fue plegada causando
modificaciones irreversibles en los sitios, donde los substratos y/o productos deberian unirse
(sitios activos). Bajo esas condiciones el indice de reacciones catalizadas por enzimas decrece
marcadamente. La temperatura Optima varia dependiendo del organismo, para poseer esta
capacidad_interviene la composicion fosfolipidica de sus membrana celular y la composicion de
aminoacidos (polares o hidrofobos) de las enzimas (Bragada da Cruz, 2013). Sin embargo estas
composiciones estructurales también ayudan a que los microorganismos soporten un rango

amplio de temperaturas para reproducirse en el tltimo de los casos sobrevivir. Para organismos
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procariotas la temperatura de reproduccion puede ser desde 5 °C hasta 113 °C (euritermales),
organismos eucariotas tienen rangos menos amplios (estenotermales) como los protozoarios (20-
56 °C), algas (16-60 °C), hongos y levaduras (25-62 °C), plantas vasculares (20-45 °C), musgos
(30-50 °C), peces y otros vertebrados acuaticos (20-38 °C), insectos (15-50 °C) y crustaceos (20-
50 °C). En el caso de los mamiferos mantienen fluctuaciones de temperatura corporal 6ptima
entre 37-38 °C (Madigan ef al., 2004). Sin embargo el rango de temperatura a la que es capaz de
reproducirse y/o sobrevivir es muy amplio y puede ser temperaturas desde bajo cero hasta

temperaturas de 45°C.

Material a utilizar

Material biologico Consumibles

Sangre humana Etanol 70%

Levadura: Saccharomyces cerevisiae Agua destilada (4. dest.)
Material Solucioén salina al 0,9 %
3 Portaobjetos Solucion salina al 1,5 %
3 Cubreobjetos Algodon

2 Lancetas estériles Aplicadores de madera
3 Vasos de ppdo. de 250 ml Papel para cocina
Equipo Medios de cultivo

1 Microscopio PDB
Procedimiento

Células expuestas a diferente osmolaridad
Nota: utilizar guantes

3 gotas de sangre humana

Nota: Durante esta técnica es necesario usar guantes.
1. Colocar una servilleta de papel sobre la superficie donde se trabaja.
2. Colocar tres portaobjetos desengrasados sobre la servilleta, rotular en un extremo de un
portaobjetos Iso (soln. isotonica), Hipo (soln. hipotonica), Hiper (soln. hipertonica).
3. Lavar y limpiar con un antiséptico el extremo libre del dedo indice.
4. Con la lanceta pinchar rapidamente el extremo del dedo.
5. Apretar la punta del dedo hasta ver una gota de sangre.
6. Colocar una gota de sangre sobre cada portaobjetos.
-
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Nota: El siguiente proceso debe ser rapido! para evitar que la sangre se seque.

7. Al portaobjetos sefialado con "Iso" colocar una gota de solucion salina al 0,9 %.

8. Con el aplicador mezclar suavemente las soluciones con la sangre de 3 a 5 s.

9. Inmediatamente! colocar un cubreobjetos sobre la muestra y observar al microscopio con
el objetivo de 40x las células.

10. Al portaobjetos sefialado con "Hipo" colocar una gota de 4. dest.

11. Con el aplicador mezclar suavemente las soluciones con la sangre de 3 a 5 s.

12. Inmediatamente! colocar un cubreobjetos sobre la muestra y observar al microscopio
con el objetivo de 40x las células.

13. Al portaobjetos sefialado con "Hiper" colocar una gota de solucion salina al 1,5 %.

14. Con el aplicador mezclar suavemente las soluciones con la sangre de 3 a 5 s.

15. Inmediatamente! colocar un cubreobjetos sobre la muestra y observar al microscopio
con el objetivo de 40x las células.

Células expuestas a diferentes temperaturas

Cultivo de Saccharomyces cerevisiae

La temperatura Optima de crecimiento de S. cerevisiae es 30 °C; en esta técnica la levadura sera
expuesta a tres diferentes temperaturas, todas fuera de su valor optimo. Para corroborar la
viabilidad de estas células, se agrega azul de tripano, un colorante que penetra solo en
membranas comprometidas o dafiadas. Por lo tanto si las levaduras son viables no se tefiiran de
azul, por lo contrario estaran tefiidas de azul. Por otro lado la tincion con azul de metileno es
para observar si hubo algin cambio en su morfologia.
1. Cuatro tubos con cultivos de levadura crecidas a 30 °C seran proporcionados a cada
equipo.
2. Rotular un tubo con 30 °C
2. Rotular y cubrir con cinta adhesiva transparente los otros tres tubos, a las temperaturas a
los que seran sometidos: 40 °C, 60 °C, 80 °C.
3. Colocar los tres tubos en cada vaso de precipitado con la temperatura correspondiente y
esperar 10 min.

4. Después de 10 min, a los 4 tubos 30, 40, 60 y 80 °C realizar dos procedimientos A y B.

Procedimiento A

1. Realizar un frotis (ver practica #4) para cada cultivo.

2. Colorear con azul de metileno (ver practica #4) para cada cultivo.
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Procedimiento B

1. Colocar una gota de cada cultivo en un portaobjetos.

2. Agregar una gota de azul de tripano, esperar 2-3 min.

3. Colocar el cubreobjetos, observar , primeramente al objetivo de 40x y pronto después al
objetivo 100x (no olvidar aceite de inmersion) y si es posible contar el nimero de
levaduras tenidas de azul.

Limpieza del lugar de trabajo
Las mesetas de trabajo se desinfectan con etanol al 70 % antes y después de realizar la practica.

Con un pafio limpio y suave limpiar la lente del objetivo 100x.

Eliminacion de residuos bioldgicos

1. Los volumenes restantes de caldos de cultivos con microorganismos se esterilizan mediante
un tratamiento térmico humedo en un equipo llamado autoclave a 121 °C, 1 bar (15 psi) por 20
min. Después los caldos de cultivos y agar derretido se desechan al desagiie con abundante
agua.

2. Los guantes se deben colocar en el recipiente donde se almacena material bioldgico
infeccioso. El color del recipiente es rojo con el simbolo de riesgo biologico (Fig. 1). Al final de
la practica los portaobjetos con muestra pueden ser sumergidos en etanol al 70 % por 20 min o
en solucion de hipoclorito de sodio; después lavarlos con agua y jabon para ser reutilizados o
desecharlos directamente a donde se almacena el material de vidrio para reciclar. Los
cubreobjetos se desechan al contenedor de basura punzocortante con la leyenda "Residuos
Peligrosos, solidos Bioldgico-Infecciosos", que y esta marcado con el simbolo internacional de
riesgo biologico (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002: Fig. 1). Las soluciones de hipoclorito
sodico, como la lejia de uso doméstico, contienen 50 g/l de cloro libre y por lo tanto se debe
diluirlas 1:10 para obtener una concentracion final de 5 g/1.

3. Objetos punzocortanes como tubos capilares, navajas, lancetas, agujas de jeringas
desechables, agujas hipodérmicas, bisturi y estiletes de catéter deberan ser colocados en el
recipiente hermético de color rojo etiquetado con la leyenda "Residuos Peligrosos, solidos
Biolégico-Infecciosos", que y estd marcado con el simbolo internacional de riesgo bioldgico
(NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002: Fig. 1).

4. En ultimo caso, si no existe un deposito donde colocar todo el material, que estuvo en
contacto con fluidos corporales (p.ej. sangre), este deberd ser esterilizado (ver arriba #1,

eliminacion de residuos bioldgicos) y después depositarlo en basura general.
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Resultados
Describir los resultados en las hojas anexas

1. Dibujar o fotografiar a las células normales, la crenacion y la hemolisis.

Iso ‘ Hipo ‘ Hiper

2. Dibujar o fotografiar a las levaduras en las cuatro diferentes condiciones de temperatura con

azul de metileno o con azul de tripano en el siguiente orden:

Numero de levaduras

Temperatura [°C] | Azul de metileno | Azul de tripano muertas vivas

30

40

60

80

Observaciones

Conclusiones
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Cuestionario
1. {Qué ocurre en una célula vegetal si se sumerge en una solucion salina al 5%?

2. (Por qué en las células vegetales no ocurre una lisis? ;Qué tipo de componentes tiene su

pared celular?

3. (Cual es la diferencia entre osmolaridad y osmolalidad?

4. (Por las células animales tienen una temperatura 6ptima muy restringida comparada con otros

organismos?

5. {Qué otras estructuras sufren desnaturalizaciéon ademas de las proteinas?

6. (Qué¢ es la diferencia entre una solucion isotonica y una solucion fisiologica?

7. (Qué es la diferencia entre "iones" y "solutos"?
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8. (Qué significa?

a) "iso-":

b) "hiper-" (hyper-):
a) "hipo-" (hypo-):
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Practica 8

Ciclo celular: mitosis en células vegetales

Tipo de practica: Equipos Duracion de la practica: 8 d

Objetivo

Observar, identificar y aprender las diferentes fases de la mitosis en células vegetales.

Introduccion

Ciclo celular

El objetivo del ciclo celular es generar de una célula (madre) dos células hijas genéticamente
idénticas: para eso se requiere duplicar en forma exacta el DNA cromosomico y distribuir las
copias a las células hijas. Este proceso varia mucho en los distintos tipos de células. Por
ejemplo, una levadura en condiciones ideales puede dividirse en aproximadamente 2 h, mientras
que una cé¢lula hepatica de mamifero en mas o menos 24 h; aunque esto ocurre, en promedio,
menos de una vez por afio. El ciclo celular de eucariontes, examinado con el microscopio,
muestra 4 fases, y los dos acontecimientos mas notables son la divisiéon nuclear (mitosis) y la

division de la célula en dos (citocinesis).

Mitosis

El mecanismo de la mitosis (del griego "mitos" = filamento, hilo) es semejante en todas las
células eucariontes, aunque existen diferencias entre células animales y vegetales. Durante la
interfase (G, S y Gy) la célula se prepara a la division celular: formar biomasa, replicar el
genoma, corroborar las condiciones adecuadas (p.ej. suficiente espacio). Durante toda la inter-
fase el DNA esta disperso y se observa como cordones finos. Al final de la fase G, la célula
empieza la division celular (mitosis o fase M), que se puede diferenciar en cuatro etapas:
profase, metafase, anafase y telofase; de éstas la de mayor duracidén suele tener la profase.
Inicialmente el DNA se "condensa", es decir se compacta, y se forman los cromosomas, que
ahora son tefiibles; cada uno consiste en dos réplicas llamadas cromatidas unidas entre si por el
centromero. Dentro de éste hay estructuras proteicas, los cinetocoros. Después los cromosomas
se alinean, se separan los cromatidos a los dos polos de la célula, se re-estabiliza el ntcleo y se
inicia con la separacion en dos cé€lulas hijas (citocinesis). Al final la célula regresa a la fase Gy,

el estado fisiologico normal.

55



Prdctica de Biologia Celular Ciclo delular

Material a utilizar

Material bioldgico Equipo

20 semillas de haba con 8 dias de germinacion 1 Microscopio

Material Consumibles

Navajas de afeitar o escalpelo Acetocarmin

Aguja de diseccion (recta) o Acetorceina

Toallas de papel HCI1 (1 N)

Portaobjetos y cubreobjetos Aceite de inmersion
Vidrios de reloj o placas Petri Agua destilada (4. dest.)

Mechero Bunsen
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Procedimiento

1. Escoger 20 semillas de habas y colocarlas sobre una servilleta de papel, estas a su vez
colocarlas sobre una placa Petri y humedecer durante 8 dias para lograr su germinacion.

2. Realizar cortes transversales lo mas delgado posible en los apices radicales de las habas.

3. Colocar los cortes en placas Petri, vidrios de reloj o portaobjetos limpios y cubrirlos con unas
gotas de HCl durante 15 min.

4. Después quitar el exceso del acido con 4. dest. y cubrirlos con unas gotas de acetocarmin
(véase anexo I) y esperar 15 min.

5. Colocar un cubreobjeto sobre la muestra con acetocarmin, encima de esto una servilleta y
presionar.

6. Proceder a observar las diferentes etapas de mitosis al microscopio con los objetivos de 40x y
100x.
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Fig. 10: Las diferentes fases de la mitosis de izquierda a derecha: profase, prometafase, metafase, anafase y
telofase. Extraida del Manual de Biologia Celular y Molecular Il
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Limpieza del lugar de trabajo
Las mesetas de trabajo se desinfectan con etanol al 70 % antes y después de realizar la practica.

Con un pafio limpio y suave limpiar la lente del objetivo 100x.

Eliminacion de residuos bioldgicos
Al final de la practica los portaobjetos con muestra pueden ser sumergidos en etanol al 70 % por
20 min o en solucion de hipoclorito de sodio; después lavarlos con agua y jabon para ser

reutilizados o depositados donde se almacena vidrio para reciclar.

Resultados
Describir los resultados en las hojas anexas.
1. Reconocer las fases celulares auxiliandose de la Fig. 10.

2. Dibujar y nombrar las fases celulares observadas en esta practica.

Observaciones

Conclusiones

Cuestionario

1. {En cuanto tiempo aproximadamente ocurre una division celular en vegetales?

2. ;(Cuadles son las diferencias entre la mitosis de células animales y células vegetales?
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3. (Qué es la diferencia entre células madres y células troncales?

4. Explique brevemente las fases de la mitosis:
Profase:

Metafase:

Anafase:

Telofase:

Citocinesis:

5. Mencione las principales diferencias entre mitosis y meiosis.
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