PRACTICA  05
OBSERVACIÓN DE CÉLULAS EN TEJIDOS EUCARIOTAS EN SERES PLURICELULARES

1. OBJETIVOS

· Generar un conocimiento concreto de las células eucariotas animales y los tejidos que estas conforman, para adquirir un conocimiento general pero concreto acerca de este tema.

· Identificar células eucariotas de animales pluricelulares 

· Identificar algunos tejidos que conforman células eucariotas de animales pluricelulares 

· Describir tejidos identificados y comprender su especialidad.

2. MATERIALES

· Equipo básico de laboratorio (laminas, laminillas, agujas de disección, etc.)

· LANCETAS PARA TOMA DE MUESTRAS SANGRE - OBLIGATORIAS

· Algodón estéril

· Aplicadores de algodón ( copitos)

· Azul de metileno

· Microscopio

· Reactivo de Wright

· Aceite de inmersión 

· Tallo de planta usado en práctica anterior  (Rosa o Clavel)
3. PROCEDIMIENTO

3.1 ESTUDIO DE CELULAS EUCARIOTAS – RAPADO BUCAL.

Juague la boca con agua limpia, suavemente muerda las paredes internas de la boca (interno de la mejilla), con el fin de remover un poco de tejido para ser observado en el microscopio.

Luego  con un copito de algodón, raspe suavemente, haciendo girar la porción de algodón contra el tejido epitelial bucal.

Sobre un portaobjeto perfectamente limpio, extienda el material extraído haciendo rodar en una sola dirección el aplicador de algodón, en la parte central de la lamina (frotis por impresión).

Tenga en cuenta que el frotis debe quedar una capa delgada y uniforme distribuida. Deje secar la preparación al aire durante 1-2 minutos.

Pase el montaje anterior varias veces bajo la llama de un mechero, calentando suavemente la superficie con el fin de fijar el montaje.

Aplique sobre el frotis una gota de azul de metileno y deje secar nuevamente de 1 a 3 minutos.

Una vez seco el montaje, lave el exceso de colorante sobre el frotis en una corriente suave de agua, o con un gotero.

Observe al microscopio la preparación en todos los aumentos. Luego analice y describa los resultados.

3.2 CELULAS DEL TEJIDO SANGUINEO HUMANO.

Lávese las manos con jabón y desinféctese antes del procedimiento y después del mismo. Luego el dedo que se utilizara para hacer la punción con la lanceta límpielo con alcohol.

La lanceta debe estar esterilizada, por lo tanto no debe tocarse antes de ser utilizada.

LA LANCETA SOLO DEBE SER UTILIZADA POR UN SOLO ESTUDIANTE

Punce la yema del dedo índice con la  lanceta y luego manteniendo el dedo hacia abajo, apretarlo suavemente. 



LA LANCETA DEBE DESECHARLA.

Deposite la Segunda gota de sangre en el extremo de lámina porta objetos (perfectamente limpio), luego arrastre la gota de sangre con una laminilla a manera de frotis en un solo sentido.

Luego seque el montaje pasando suavemente por la llama del mechero.

Aplique una gota de Reactivo de Wright deje actuar unos minutos (2 a 5 min) y juegue el exceso.

Si se desea cubra el montaje con una laminilla o se puede hacer la observación del montaje directamente, (se debe tener cuidado con el objetivo de 100 al finalizar la practica debe quedar muy limpio).

Observe al microscopio empleando desde el objetivo de 10 hasta el de 100 aumentos (tenga en cuenta que este ultimo solo debe usarse empleando aceite de inmersión).

Identifique, analice y dibuje o fotografié, con sus respectivos colores y detalles, células rojas o  hematíes; células blancas o leucocitos, tales como: Granulocitos (neutrofilos, eosinofilos y basofilos) Agranulacitos (linfocitos y monocitos).Imágenes Tomadas de: www.educa.madrid.org/portal/c/portal/layout?p...
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3.1.3 TEJIDOS VEGETALES 

Para esta parte del laboratorio utilice los tallos de las plantas dejadas en agua con tinción en laboratorio pasados.

Antes de hacer los cortes transversales de los tallos déjelos en agua para su corte fácil.

Observe al microscopio dibuje o tome fotografías del corte y analice las células que componen cada tejido vegetal

3. MARCO TEORICO

Los organismos pueden ser unicelulares y pluricelulares. Los unicelulares constituyen los microorganismos, como por ejemplo, las bacterias: y los pluricelulares, por el contrario, están constituidos por varios tipos celulares, cada uno de los cuales realiza determinadas funciones especializadas.

Las células pueden ser de dos tipos: Procariotas, cuando el material genético se encuentra libre en el citoplasma sin ninguna membrana que lo aísle, y Eucariota, cuando el material genético está aislado por un sistema de membranas formando el núcleo celular.

CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LAS CÉLULAS EUCARIOTAS

Todas las células eucariotas, independientemente de la función que realicen tienen en común:

• La presencia de una membrana plasmática que delimita el contenido celular, del medio que la rodea.

• Una endomatriz fluida (citosol) compuesta por una solución de proteínas, electrolitos y carbohidratos, en la que está presente un sistema de endomembranas que delimitan: compartimentos (organitos) en los cuales se desarrolla el metabolismo celular y sus productos (inclusiones) y el mayor de los compartimentos, el núcleo que constituye por su contenido en ADN, el centro rector de la actividad metabólica celular.

La presencia en la matriz citoplasmática de estructuras proteicas filamentosas (microtúbulos, microfilamentos y filamentos intermedios), que constituyen el

citoesqueleto

Células tipo Granulocitos: estas células se caracterizan por la presencia de gránulos en su citoplasma, ha sido muy controvertida por la gran variación existente entre las distintas especies piscícolas y por los continuos intentos de asemejarlos a los granulocitos de mamíferos, que se dividen en neutrófilos, eosinófilos (acidófilos) y basófilos, según sus propiedades tintoriales con tinción de Romanovsky 

Neutrofilos: Estas células, denominadas también heterófilos, polimorfonucleares (PMNs) se caracterizan morfológicamente por un núcleo excéntrico multilobulado (dos o tres lóbulos), con la cromatina densa y agrupada que se tiñe púrpura oscuro con tinción de Giemsa o Wright. 

Eosinofilos Se han descrito como células redondas que presentan un núcleo a menudo bilobulado y excéntrico, y un citoplasma azul pálido con gránulos de forma alargada o esférica, que se tiñen con colorantes ácidos en medio alcalino (Roberts, 1989; Campbell y Murru, 1990). 

Basofilos: Se describen como células con citoplasma y grandes gránulos redondeados que a menudo ocultan el núcleo.

Agranulacitos
Los monocitos son un tipo de glóbulos blancos agranulocitos. Es el leucocito de mayor tamaño, presenta un núcleo arriñonado (forma de riñón), que se tiñe de color violeta-azulado, 

Los linfocitos son un tipo de leucocito (glóbulo blanco) comprendidos dentro de los agranulocitos. Presentan un gran núcleo esférico que se tiñe de violeta-azul y en su citoplasma frecuentemente se observa como un anillo periférico de color azul, estas células se localizan fundamentalmente en los órganos linfoides. Los linfocitos se encargan de la producción de anticuerpos y de la destrucción de células anormales. 

Generalidades de la teoría celular, en página web:  http://www.sld.cu/galerias/pdf/sitios/histologia/celulaeucariota1-10_1.pdf
Campbell, 1988; Campbell y Murru, 1990. 

4. PREGUNTAS ORIENTADORAS 

¿Consultar que es hematopoyesis? - ¿Cuál es la característica de la hemoglobina?

¿Cuánta es la cantidad de sangre que debe tener el cuerpo humano? - ¿Cuál es la característica de los diferentes tipos de sangre?

5. BIBLIOGRAFIA  CONSULTADA 

6. ENTREGA DEL INFORME FINAL

PRACTICA 07
MICROORGANISMOS DE AGUA: RECONOCIMIENTO DE CELULAS VEGETALES Y ANIMALES 

1. OBJETIVOS

· Reconocer microorganismos procarioticos fotosintéticos 

· Reconocer microorganismos procarioticos no fotosintéticos

· Identificar características en cada organismo.

2. MATERIALES

· Traer una muestra de agua con sedimento de uno de los humedales de Bogotá, del lago del parque Simón Bolívar u otro lugar sugerido

· Microscopios

· Laminas y laminillas

· Gotero

· Guantes quirúrgicos 

3. PROCEDIMIENTO

PARA EL DESARROLLO DE ESTA PRACTICA ES IMPORTANTE QUE EL ESTUDIANTE LLEVE MATERIALES DE PROTECCION COMO GUANTES – TAPABOCAS – ENTRE OTROS YA QUE SE VA A TRABAJAR CON AGUAS QUE TIENEN MICROORGANISMOS QUE PUEDEN SER NOCIVOS PARA LA SALUD 

Utilizando el agua que se trajo a la práctica, coloque una gota de la muestra en la lámina.

Luego coloque sobre la muestra un cubreobjetos o laminilla y haga las observaciones respectivas en el microscopio a 10x y 100X.

Identifique los diferentes organismos tanto vegetales como animales y los reinos a los que pertenecen.

4. MARCO TEORICO

Organismos procariotas, la única célula que forma su cuerpo tiene las características propias de las células procariotas. Flagelo Mesosoma Citoplasma Ribosomas Fimbria Plásmido Pared celular Membrana Cromosoma bacteriano Inclusiones plasmática (Nucleoide) Membrana plasmática Inclusiones (PHB) Ribosomas Nucleoide Mesosoma Pared celular.

Las móneras (procarióticas) son células que carecen de envoltura nuclear, cloroplastos y otros plástidos, mitocondrias y flagelos. Los procariotas son unicelulares, pero a veces se presentan como filamentos u otros cuerpos superficialmente multicelulares. Su modo de nutrición predominante es heterótrofo, por absorción, pero algunos grupos son autotróficos, ya sea fotosintéticos o quimiosintéticos. La reproducción es primariamente asexual, por fisión binaria o gemación, pero en algunos ocurren intercambios genéticos como resultado de conjugación, transformación, transducción e intercambio de plásmidos. 

Las formas móviles se desplazan por medio de flagelos bacterianos o por deslizamiento, El reino Mónera contiene representantes de dos linajes distintos: Arqueobacterias y Eubacterias.

Los organismos eucariotas que incluyen a los autotróficos fotosintéticos unicelulares y pluricelulares (Algas), a los heterótrofos multinucleados o multicelulares (mohos) y a los heterótrofos unicelulares o coloniales simples (protozoarios). Sus modos de nutrición incluyen la fotosíntesis, la absorción y la ingestión. La reproducción es asexual y sólo algunas formas tienen reproducción sexual. Se mueven por flagelos o seudópodos o son no móviles. 

DIVISION EUGLENOFITOS
Euglenoides. Organismos fotosintéticos unicelulares (o en ocasiones heterótrofos) con clorofilas a y b. Almacenan alimento como paramilón, un carbohidrato poco frecuente. Tienen un solo flagelo apical. Se les desconoce reproducción sexual. Se encuentran principalmente en agua dulce. 
DIVISION CRISOFITOS 
Diatomeas. Algas pardo-doradas y algas verde-amarillas. Organismos fotosintéticos unicelulares con clorofila a y c. 
Clase Bacilariofíceas: Diatomeas. Con doble cubierta silícea. 
Clase Crisofíceas: Algas pardo-doradas. Incluyen formas flageladas, ameboides y no móviles. 
DIVISION DINOFLAGELADOS
Flagelados “giratorios”. Organismos fotosintéticos unicelulares con clorofila a y c. El alimento se almacena en forma de almidón. 
DIVISION CLOROFITOS

Algas verdes. Unicelulares, coloniales o multicelulares, con clorofila a y b. La reserva es almidón. Las células móviles poseen dos flagelos laterales o apicales. 
Clase Clorofíceas: Algas verdes, unicelulares, coloniales se encuentran en agua dulce.
Clase Carofíceas: Algas verdes unicelulares o multicelulares. Son de agua dulce.
Clase Ulvofíceas: Algas verdes multicelulares que se encuentran en agua salada
Entre otras clasificaciones

5. PREGUNTAS

¿De cada organismo observado en el microscopio identifique la especie?

¿Cuántos reinos existen y cuales observaron en el laboratorio durante la práctica?

¿Cuales son las diferentes clasificaciones que presentan los heterótrofos unicelulares o coloniales simples (protozoarios)?

6. BIBLIOGRAFIA  CONSULTADA 

1. ENTREGA DEL INFORME FINAL

PRACTICA 09
IDENTIFICACION DE ADN

UTILIZANDO TECNICAS SENCILLAS DE LABORATORIO

1. OBJETIVOS

· Utilizar técnicas sencillas para reconocer fibras de ADN en tejidos vegetales y animales.

· Identificar fibras compuestas de ADN a partir de los materiales biológicos llevados al laboratorio.

2. MATERIALES

· Cebolla cabezona
· Papayuela
· 50ml de solución de NaCl (al 10%)
· Colador de tela, tela para colar, embudo con filtro
· 3 frascos limpios de compota
· Isopropanol o alcohol de 96°
· Mortero
· Un vaso con 5 ml de agua potable

· Un tubo de ensayo

Una gota de shampu transparente (sin color) (preferible baby soff)

· Un pimentón

· 15 g de NaCl
· 5 gr de bicaborbonato de sodio
· 2 g de ablanda carne
· 10 ml de Shampu transparente (sin color) (preferible baby soff)

· un Beacker
3. PROCEDIMIENTO

3.1 EXTRACCION DE ADN APARTIR DE LAS CÉLULAS DE LA CEBOLLA
 Macerar  la pulpa de la papayuela hasta extraer la Papaina (es una enzima)

Macerar la cebolla en 50 ml de NaCl y luego recoger el filtrado en un frasco y agregar 2 ml de extracto de papayuela.

Dejar actuar durante 10 minutos a baño maría; agregar por las paredes del frasco una cantidad equivalente de Isopropanol

Observe y analice.

3.2 EXTRACCION DE ADN APARTIR DE LAS CÉLULAS DE PIMENTON
3.2.1 Para Preparar el  buffer de extracción así:

Adicione 100ml de agua destilada en un beaker

Pese 15 g de NaCl, luego adicione la sal al beaker, 

Adicione  5 gr de bicaborbonato de sodio 

Adicione 10 ml de champú a la solución.

Mezcle con un agitador todo y mantenga en frio el buffer, durante todo el laboratorio.

3.2.2. Parta el pimentón en pedazos, pese 30 g, llévelos a un mortero y macere. 

Adicione un mililitro del buffer de extracción, macere y luego adicione 5ml más de buffer de extracción.  

Pase el macerado por el filtro y recoger el jugo en el vaso transparente. 

Adicione 2 g de ablanda carne.  

Lentamente con una varilla de vidrio mezcla todo el contenido del vaso.  

Espera 10 minutos sin mover la muestra.

Lentamente y con cuidado agrega alcohol al vaso por las paredes evitando que caiga bruscamente. 

Agregar aproximadamente la misma cantidad de alcohol  que la cantidad de muestra que tiene en el vaso.  

Este paso es clave para poder obtener ADN. 

Al final, observe que se van a forman dos fases o capas. 

Ahora debe ver que el alcohol flota arriba de la mezcla de pimentón y después de unos minutos unas burbujitas como pegajosas se van a formar, ese es el ADN.  

Lentamente introduzca un palillo y trate de obtener esos filamentos pegajosos, que son  ADN. 

Observar el color que tiene el pimentón y el color del DNA de pimentón.

Anotar esta observación. Determinar la cantidad aproximada de pimentón que se uso para el experimento y la cantidad de DNA que se obtuvo.
3.3 EXTRACCION DE ADN APARTIR DE LAS CÉLULAS BUCALES
Tome un poco de agua y haga buches, luego en un tubo de ensayo vierta el contenido de su boca.

Tome una pipita y mida 2ml de Champú disuelto en agua, y viértalo en el tubo de ensayo.

Luego tape el tubo de ensayo con el dedo y voltee y regrese varias veces (más o menos 10). Deje reposar

Vierta dentro del tubo de ensayo 3ml de alcohol para precipitar el ADN, deje reposar  3 minutos y observe.

4. MARCO TEORICO

El ácido desoxirribonucleico, frecuentemente abreviado como ADN (y también DNA, del inglés deoxyribonucleic acid), es un tipo de ácido nucleico, una macromolécula que forma parte de todas las células. Contiene la información genética usada en el desarrollo y el funcionamiento de los organismos vivos conocidos y de algunos virus, y es responsable de su transmisión hereditaria.

Desde el punto de vista químico, el ADN es un polímero de nucleótidos, es decir, un polinucleótido. Un polímero es un compuesto formado por muchas unidades simples conectadas entre sí, como si fuera un largo tren formado por vagones. En el ADN, cada vagón es un nucleótido, y cada nucleótido, a su vez, está formado por un azúcar (la desoxirribosa), una base nitrogenada (que puede ser adenina→A, timina→T, citosina→C o guanina→G) y un grupo fosfato que actúa como enganche de cada vagón con el siguiente.

El ADN es bicatenario, está constituido por dos cadenas polinucleotídicas unidas entre sí en toda su longitud. Esta doble cadena puede disponerse en forma lineal (ADN del núcleo de las células eucarióticas) o en forma circular (ADN de las células procarióticas, así como de las mitocondrias y cloroplastos eucarióticos). La molécula de ADN porta la información necesaria para el desarrollo de las características biológicas de un individuo y contiene los mensajes e instrucciones para que las células realicen sus funciones. Dependiendo de la composición del ADN (refiriéndose a composición como la secuencia particular de bases), puede desnaturalizarse o romperse los puentes de hidrógenos entre bases pasando a ADN de cadena simple o ADNsc abreviadamente.

Excepcionalmente, el ADN de algunos virus es monocatenario, es decir, está formado por un solo polinucleótido, sin cadena complementaria.

Erwin Chargaff analizó las base nitrogenadas del ADN en diferentes formas de vida, concluyendo que, la cantidad de purinas no siempre se encontraban en proporciones iguales a las de las pirimidinas (contrariamente a lo propuesto por Levene), la proporción era igual en todas las células de los individuos de una especie dada, pero variaba de una especie a otra.

Los experimentos de Hershey-Chase probaron que el ADN era el material genético pero, no como el ADN conformaba los genes. El ADN debía transferir información de la célula de origen a la célula hija. Debía también contener información para replicarse a si mismo, ser químicamente estable y tener pocos cambios. Sin embargo debía ser capaz de cambios mutacionales. Sin mutaciones no existiría el proceso evolutivo.Muchos científicos se interesaron en descifrar la estructura del ADN, entre ellos, Francis Crick, James Watson, Rosalind Franklin, y Maurice Wilkins

http://www.biologia.edu.ar
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5. PREGUNTAS

¿Qué son las mutaciones? 

¿Que es el ADN y cual es su composición?

¿Como se llama donde se encuentra empaquetado la información genética?

Cuales son las unidades que conforman al ADN?

6. BIBLIOGRAFIA  CONSULTADA 

7. ENTREGA DEL INFORME FINAL:  

PRACTICA 10

MITOSIS

1. OBJETIVOS

· Identificar mediante observación microscópica las diferentes fases de la mitosis en raíz de cebolla.
· Reconocer la importancia de la división celular en el desarrollo, el crecimiento y la reposición de células en tejidos.
2. MATERIALES

· Microscopios

· Porta objetos

· Cubre objetos

· Bisturí o cuchilla

· Tijeras

· Pinzas

· Raíz de cebolla (cebolla cabezona dejada en agua 8 días antes para que salgan raíces pequeñas)

· Solución de carnoy

· Acido clorhídrico al 10%

· Acetocarmín o el reactivo que esté disponible

3. PROCEDIMIENTO

3.1  Antes de comenzar los experimentos, escoja un bulbo de cebolla fresca y limpia, elimine mediante un raspado con una cuchilla, las raíces secas que se hallan en la base del bulbo y colóquela en agua hasta tocar la base de la cebolla. Mantenga la base de la cebolla húmeda y cambie el agua diariamente.

3.2. Cuando las raíces nuevas alcancen 3 cm de longitud, Aprox, corte el último centímetro de la punta de una de las raicillas.

3.3  Deposite estas raíces en la solución fijadora Carnoy (3 metanol: 1 ácido acético) durante 20 minutos.

3.4 Luego traslade las raíces a un recipiente que contiene ácido clorhídrico al 10% durante 10 minutos. Este tiempo varía según el tipo de célula.

3.5  Coloque las raíces en un recipiente con agua y lávela por cinco minutos.

3.6 Posteriormente traslade las raíces a un recipiente con acetocarmín. Este colorante las debe cubrir totalmente durante 20 minutos.

3.7  Saque la raíz del acetocarmín y póngala en una lámina de vidrio. Luego corte nuevamente la raíz, dejando el extremo inferior (ápice).

3.8  Coloque la laminilla y haga una presión con el dedo hasta conseguir una extensión del preparado.

3.9  Observe al microscopio desde el menor  aumento para localizar las figuras mitóticas, hasta el mayor aumento para discriminar detalles.
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4. MARCO TEORICO

La mitosis es un proceso dinámico, secuencial y continuo, pero para facilitar la experimentación y el análisis este proceso se divide en 4 etapas: profase, metafase, anafase y telofase. Lo que ocurre durante este proceso es que hay variación en el núcleo de la célula, se duplican los cromosomas, luego se separan, formando dos núcleos, cada uno una copia idéntica de cada cromosoma. Al final de la mitosis ocurre la citocinesis cuando la célula se divide originando dos células hijas. Generalmente, la fase entre la mitosis y la citocinesis dura 30 minutos.
A diferencia de lo que ocurre en la meiosis, en la mitosis, luego de la duplicación de los cromosomas, cada núcleo de divide sólo una vez. En consecuencia, el número cromosomas se mantiene invariable. La mitosis puede ocurrir en células haploides o diploides, mientras que la meiosis ocurre solamente en células con un número diploide de cromosomas (para producir células haploides).


Es un proceso de reparto equitativo del material hereditario (ADN) característico de las células eucarióticas somáticas (que no son sexuales como el espermatozoide o el óvulo). La mitosis es igualmente un verdadero proceso de multiplicación celular que participa en el desarrollo, el crecimiento y la regeneración del organismo. La mitosis consta de las siguientes fases:

Profase Se produce la condensación del material genético (ADN) (que normalmente existe en forma de cromatina), con lo que se forman los cromosomas. Además los centriolos se movilizan hacia extremos opuestos de la célula y forman un huso acromático hecho de haces de microtúbulos, las fibras del huso. Este huso acromático servirá como guía para los cromosomas. Luego,  en la profase tardía desaparece el nucléolo y se desorganiza la envoltura nuclear.

Metafase: Durante esta fase, los cromosomas que se encuentran conectados al huso acromático comienzan a moverse continuamente, hasta que migra a la zona media de la célula o plano ecuatorial, en la que forman una estructura llamada placa ecuatorial.

Anafase: Es la fase más corta de la mitosis, en ella los microtúbulos del huso se rompen, lo que da lugar a la separación de los cromosomas hermanos, los cuales se dirigen a polos opuestos.

Telofase: (VIII en el dibujo) La etapa final se caracteriza por el retorno de las condiciones normales de la interfase: los cromosomas se desenrollan y forman la cromatina, aparece la membrana nuclear alrededor de los cromosomas y reaparecen los nucleolos.

Citocinesis: Es la división del citoplasma para formas dos células hijas. En las células animales se forma un surco en la superficie celular al nivel del plano ecuatorial. En las células vegetales la división ocurre al formarse una placa en la región ecuatorial que constituye la pared celular.

5. PREGUNTAS

Cuántos cromosomas tienen las células de cebolla?

¿Qué diferencias existen entre la mitosis de una célula vegetal y una animal?

¿En que fase de la mitosis se separan las cromátidas?

