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INTRODUCCION

La Biologia Celular es la rama de la Biologia que estudia todos
los elementos que componen a las células. Entendiendo la
célula como la unidad fundamental de la vida que tiene la
capacidad de crecer, reproducirse y generar su propia muerte.
Las células pueden estar. en forma Unica, en agregados o
formando colonias u érganos, los cuales en el caso de muchos
hongos, plantas y animales pluricelulares forman sistemas.

El estudio de las células se soporta en diferentes
procedimientos metodolégicos de laboratorio que se
fundamentan en reacciones quimicas con sus moléculas y sus
caracteristicas fisicas; con ello se ha logrado conocer sus
componentes y los procesos que realizan. Desde esta
perspectiva el presente Manual de Técnicas de Biologia Celular
para la Asignatura de Biologia Celular de la Escuela de Biologia
de la Facultad de Ciencias de la Universidad Industrial de
Santander tiene como directriz lo estipulado en el plan de
estudios de la Escuela de Biologia. Su principal objetivo es
introducir a los estudiantes o usuarios interesados en brindarles
una serie de fundamentos basicos que les permitira
comprender una pequefia parte del fascinante e increible
mundo de la Biologia Celular.

El manual consta de ocho practicas y cuatro Anexos. La primera
esta divida en dos partes con el fin de aprender las
caracteristicas de los reactivos quimicos que tifien a las células.
La segunda préactica con titulo fraccionamiento celular también
esta dividida dos partes en la primera se resalta la importancia
del rompimiento de la célula o tejidos para la obtencion de
organelos, mientras que la segunda da las bases del
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fundamento de la centrifugacibn como una de las técnicas
universales para la obtencién de metabolitos, células y sus
organelos. En tanto que la tercera esta enfocada la importancia
de las membranas, de ella, se resaltan las propiedades de
difusion de ellas. En tanto que la cuarta practica corresponde a
la importancia de la cromatografia mediante la separacién de
moléculas que dan el color en las células vegetales.

Las tres practicas siguientes (5, 6 y 7) se enfocan en la
obtencion y purificacion de ndcleos, mitocondrias vy
cloroplastos. Finalmente la octava practica muestra la
importancia de la mitosis en las células atreves del experimento
clasico con bulbos de raiz de cebolla aplicado también a raices
de ajo y haba.

En la parte final del manual se encuentran los Anexos
relacionados a la seguridad en el laboratorio, la Microscopia,
lisis celular y los lineamientos para la elaboracion de los
informes del laboratorio acorde a lo establecido al programa de
estudios de la asignatura en la Escuela de Biologia.

Finalmente, el autor agradece al estudiante Ivan Yesid Lopez
Ardila, a la Biol. Katarina Almeida Osorio, a la Dra. Laura
Rebeca Jiménez Gutiérrez, a la profesora Esperanza Revelo y
a las profesionales Blanca Inés Arboleda Gonzalez y Virginia
Gavilan Diaz del CEDEDUIS sus observaciones, comentarios y
edicion a cada una de las practicas de este manual, para todos
ellos todo mi agradecimiento.
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PRACTICA 1
CONDUCTA DE ENTRADA:
CONCEPTOS QUIMICOS Y
BIOQUIMICOS

1.1. Introduccion

Los seres vivos estan conformados por células, las cuales tienen en
comun su composicién en diferentes combinaciones de proteinas,
azucares, lipidos y acidos nucleicos. Por esta caracteristica, para su
estudio, desde el principio de la ciencia, se han empleado sustancias
que al reaccionar con algun metabolito celular se logra observar: su
morfologia, los componentes que la conforman o determinar los
procesos que desarrolla consigo misma y/o con otras células dentro

de organismos pluricelulares o unicelulares.

Por lo anterior, se han purificado, generado y/o desarrollado infinidad
de sustancias también denominados reactivos quimicos cuyo uso es
mediante protocolos sustentados en sus propiedades. Desde esta
perspectiva se pueden definir dos tipos generales de reactivos para
el estudio celular, los primeros permiten generar sefiales quimicas
gue pueden ser observadas y/o cuantificadas por métodos fisicos, a
través de equipos que cuantifican o digitalizan la sefial fisica como
son los microscopios. Ejemplo de ellos son moléculas que pueden
generar un color, luz o la desintegracion radioactiva de alguno de sus
atomos, después de reaccionar o incorporarse con un metabolito
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celular. Mientras que los otros reactivos permiten identificar y
cuantificar algiin producto metabdlico celular y con ello es posible
establecer las rutas de su biosintesis o su participacion en la fisiologia
y ecofisiologia donde él o las especies que lo sintetizan.

Para el caso de los compuestos quimicos que generan una sefial
luminosa o cuyos electrones reflejan fotones cuando son excitados a
determinada longitud de onda, como las que se generan con
microscopia, los reactivos se clasifican en: Basicos, Acidos, Neutros
e Indiferentes, algunos ejemplos de ellos se indican en la Tabla 1.

Reactivos basicos

Son sales que tienen dos regiones, la parte basica aporta el color,
mientras que la acida es incolora. Dada esta caracteristica, la region
basica reaccionara preferentemente con las moléculas acidas de la
célula, siendo las principales los acidos nucleicos (ADN, ARN),
proteinas, aminoacidos, acidos o glicosaminoglicanos.

Por lo tanto, en células eucariontes en donde se encuentren de forma
mayoritaria se logra la visualizaciéon del organulo que los contiene,
por ejemplo: el nucleo, las mitocondrias, los cloroplastos y el ARN
mensajero presente en los ribosomas. Algunos reactivos basicos son:
Tionina, Safranina, Azul de toluidina, Azul de metileno y la
Hematoxilina.

Reactivos Acidos

En este tipo de reactivos, el anién es el que genera el color, en tanto
que la base es incolora por ello se observan por microscopia, las
estructuras celulares que incluyen proteinas compuestas de
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- Tabla 1. Ejemplos de Colorantes para tinciones celulares.

. Nombre .
Biomolécula 5 Formula Quimica Ejemplo Referencia
Reactivo
DNA-RNA-
Proteinas 1
< Azul de Silva ZS Jret al
SRy metileno 1 SciRep. 2016
) %:; N
DNA-RNA-
Proteinas *Pokmvwczynska
. ] Hematoxilina etal
AR
? \.*h’; y Eosina Arch. Immungl.
: e Ther. Exp. 2013
Proteinas ,,._
\ ) : i
I Rojo Congo " W o Millugel et af
¥ Pon < BB Acta 2012
takura et al
Sudan N ( A J Insect Sci.
o 2008

aminoacidos basicos, proteinas
también por el colageno de la

localizadas en el citoplasma o
matriz extracelular. Ejemplos de

colorantes Acidos son la fucsina &cida, naranja G o la eosina.

Reactivos Neutros

Los reactivos neutros poseen una porcion acida y otra basica; ambas
con capacidad para aportar color. Por ende, reaccionan con las
Esta
caracteristica permite tener una visualizacién general y no tan

partes béasicas y &cidas de las moléculas celulares.
especifica como los reactivos acidos y basicos. Ejemplo, de ellos es
el eosinato y el azul de metileno.

Reactivos Indiferentes
Ellos se disuelven en los componentes de la célula; no se unen a
elementos celulares con compuestos mayoritariamente acidos o

basicos. Por lo tanto, se disuelven preferentemente en los lipidos o
15
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azucares que componen las membranas y la pared celular. Ejemplo
de estos reactivos es el reactivo Sudan IV.

Todos los reactivos tienen diversas medidas de seguridad las cuales
determinan su manejo, uso, aplicacion, almacenamiento y desecho.
Los detalles de las medidas de ellas, tipos de laboratorios para su
empleo y uso, se indican en el Anexo seguridad en laboratorios. Otra
ventaja que presentan los reactivos para tinciones celulares es que
de acuerdo a la concentracién en la que se encuentren y los tiempos
de exposicién con el tejido o células y las longitudes de onda con la
gue se excite la muestra se determina de distinta manera los
componentes celulares.

Esta primera practica se divide en dos secciones: en la primera se
mostraran las caracteristicas y aplicaciones y seguridad de los
reactivos para tincion en Biologia Celular. Posteriormente se realizara
la tincion de células musculares de pollo con los reactivos: Sudan IV,
Azul de Metileno, Eosina y Rojo Congo para observar las diferencias
de tinciéon en funcién de su dilucién en el microscopio 6ptico.

En la segunda parte de esta practica se observara en el microscopio
la tincion que realizan los mismos reactivos en tejidos oculares,
musculo e higado de pollo y hojas de espinaca con la mejor dilucion
observada en la primera parte de la practica.

1.2. Competencias

e Reconoce los elementos de seguridad activa y pasiva de un
reactivo.
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¢ Identifica la tincion de células musculares.

e Aprende el uso y manejo de los reactivos acidos, basicos, neutros
e indiferentes en la tincion de células musculares de pollo.

e Distingue y comprende los diferentes tipos de coloracién que
generan reactivos a distintas diluciones.

¢ Encuentra las diferencias en tincion que se observan en células
animales y vegetales.

1.3. Materiales y reactivos para la practica
¢ Tabla de madera cubierta con papel aluminio.

e Micropipeta y puntas de 1000 pl.

e Tubos Eppendorf de 1.5 ml.

e Laminas porta y cubre objetos.

¢ Microscopio marca NIKON modelo ECLIPSE E200.

» Tejidos y soluciones.

e Hojas de espinacas, pechuga, ojo e higado de pollo.

e Sudan IV, Azul de Metileno, Eosina y Rojo Congo todos ellos
en una dilucién 1:10, 1:100 y 1:1000 en amortiguador fosfatos
(HPO4/H3PO4 pH 7.4) (volumen a volumen).

e Agua desionizada.

> Material requerido por los estudiantes
e Bata de laboratorio.
e Guantes.
e Las personas con cabello largo emplear cofia.
e Mango de bisturi con hoja o cuchilla.

e Pinza hemostéatica.

17



Francisco José Martinez Pérez

1.4. Desarrollo de la primera parte de la practica (Parte
A).

1.4.1 Al inicio de la préactica los estudiantes discutiran
en grupo la respuesta a cada una de las siguientes
preguntas:

1. ¢Por qué es importante el saber el fundamento de los
reactivos quimicos?

2. ¢Existen algun tipo de seguridad para el manejo de reactivos
quimicos?

3. ¢Para qué me sirve el conocer las caracteristicas de los
colorantes quimicos de un laboratorio de Biologia Celular?

4. ¢Voy a utilizar la tincion celular en otros cursos de la Escuela
de Biologia?

5. ¢En mi desarrollo profesional como biélogo usare
nuevamente la tincién celular?

1.4.2. Procedimiento de laboratorio

1. Presentacion de los reactivos acidos, basicos, neutros e
indiferentes, sus distintas presentaciones, las caracteristicas
de los recipientes y la informacién que se tiene en las
etiquetas de los mismos.

2. Reconocimiento de todos los objetos de seguridad que se
encuentran en el laboratorio, tales como las salidas de
emergencia del laboratorio y del edificio, la ubicacién del
botiquin, las canecas de basura, el lavaojos, la ducha, el
estante donde se guardan los equipos, entre otros.
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1.4.3.

Indicaciones relacionadas a las caracteristicas de los
reactivos Sudan IV, Azul de Metileno, Eosina y Rojo Congo
que se emplearan en la practica.

Suministro de tubos Eppendorf con diluciones 1:10, 1:100,
1:1000 volumen a volumen en 1000 pL (micro litros) de los
reactivos de tincion Sudan IV, Azul de Metileno, Eosina y
Rojo Congo.

A partir de musculo de pollo realice cortes delgados de
aproximadamente 2 cm de largo y 0.5 cm de ancho con un
bisturi.

Coloque los cortes en cada una de las diluciones a cada uno
de los reactivos e incube por 5 min a temperatura ambiente.

Retire la solucion de cada tubo y mantener el tejido dentro de
él. A este realice 3 lavados con 1 ml de agua desionizada por
3 min cada uno a temperatura ambiente.

Coloque en un portaobjetos cada una de las tinciones y
observe al microscopio para determinar el efecto de cada
tincién en las células musculares.

Desarrollo de la segunda parte de la practica

(Parte B)

1.

Realice cortes delgados de aproximadamente 2 cm de largo
y 0.5 cm de ancho con un bisturi de: ojo, higado, y hojas de
espinacas.

Revise los tubos Eppendorf con soluciones de los reactivos
de tincion: Sudan 1V, Azul de Metileno, Eosina y Rojo Congo
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en una dilucion 1:100, volumen a volumen en 1000 pL agua
desionizada.

3. Colocar los cortes en la dilucién de cada uno de los reactivos
he incubar por 5 min a temperatura ambiente.

4. Retire la solucién de cada tubo y mantenga el tejido dentro
de él. A este, realice 3 lavados con 1 ml de agua desionizada
por 3 min cada uno a temperatura ambiente.

5. Coloque cada corte en un portaobjetos y extender
gentilmente para no dafarlo.

6. Observe cada una de las tinciones al microscopio.

7. Obtenga las fotografias correspondientes para observar las
caracteristicas de cada tincion.

1.4.4. Resultados Esperados

Se observaran diferentes niveles de tincion dependiendo de la
diluciéon independientemente del tejido. Las estructuras que se
observen en cada tincion estan en funcién de cada tejido.

Para comparar sus resultados con los de otros autores se anexan las
publicaciones correspondientes a cada reactivo las cuales estan
disponibles en la pagina del curso.

1.5. Informe de la préctica.

El informe del laboratorio debe de ser acorde a los lineamientos
establecidos en el programa académico de la asignatura Biologia
Celular (ver Anexo 4).
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PRACTICA 2A

FRACCIONAMIENTO
CELULAR (PARTE A)
LISIS CELULAR

2.1. Introduccion

Una de las principales caracteristicas de las células eucariontes, es
que muchos de sus procesos metabolicos se realizan en
compartimientos denominados organulos como son: el nucleo, los
reticulos endoplasmicos rugoso y liso, el aparato de Golgi, la
mitocondria, los cloroplastos, las vacuolas, los lisosomas,
peroxisomas, entre otros. En este sentido los organulos tienen dos
elementos comunes, el primero es que estan compuestos por una o
dos membranas, las cuales tienen diferentes propiedades
fisicoquimicas y la segunda es la presencia de proteinas, acidos
nucleicos, azucares y otros metabolitos en su interior.

Ante la afirmacion anterior surge la siguiente pregunta, Si todos los
organulos tienen moléculas comunes ¢ que los hacen diferentes? La
respuesta, es la organizacion y las propiedades celulares de cada uno
de ellos, las cuales determinan la forma y funcién de cada organulo
en la célula. Por ejemplo, el ndcleo, la mitocondria y los cloroplastos
son los Unicos organulos que tienen en comin dos membranas,
acidos nucleicos y proteinas similares, pero la diferencia entre ellos
es la organizacion de sus membranas y los procesos metabdlicos que
en ellos se realizan. A saber, en los tres ocurre la duplicacién del ADN
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y la transcripcidn, entre otros, pero algunas enzimas son exclusivas
de la mitocondria, ademas la biosintesis del ATP. Mientras que en el
cloroplasto otras enzimas efectlan la fotosintesis.

Para el estudio de la biologia celular, las caracteristicas moleculares,
bioquimicas y formas de los diferentes organulos que componen a los
organismos unicelulares o pluricelulares, han permitido su aislamiento
y purificacion a través de una metodologia denominada
“Fraccionamiento  Subcelular o también conocido como
Fraccionamiento Celular”, la cual es definida como una serie de
técnicas y procedimientos que permiten separar y purificar un
organulo especifico de las células para su estudio.

El fraccionamiento subcelular tiene tres componentes comunes
independientemente del tipo de tejido o célula. El primero de ellos
corresponde a las caracteristicas quimicas del medio liquido en donde
se realizara el fraccionamiento, ya que los iones que lo componen
influyen en la estructura de los organulos que se deseen obtener. La
segunda es denominada disgregacién o ruptura de la membrana y/o
pared celular, mientras que a la tercera se le conoce como separacion
de cada de las fracciones celulares con base a procesos fisicos como
es la centrifugacion o la separacion por columnas de exclusion.

Para esta préactica del Laboratorio de Biologia Celular se comenzara
a conocer la importancia de la ruptura celular y el medio liquido en
donde se realiza para la obtencién de organulos, mientras que en la
segunda parte se aplicaran los principios basicos de la centrifugacion
para su separacion y purificacién. En este sentido, para esta primera
parte de la practica se aprenderd la importancia de la lisis celular por
medio de mortero y con un equipo con cuchillas denominado de
manera comun Picatodo. Ademas, se observaran los resultados de la
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lisis celular cuando se emplea agua desionizada y un amortiguador
con caracteristicas fisioldgicas como es el amortiguador fosfatos. Las
diferencias entre ambos métodos y su eficiencia se pueden establecer
al observar cada uno de los pasos de purificacion en el microscopio
Optico.

En la segunda etapa se comprendera la importancia de la
centrifugacién, asi como los medios liquidos en donde se coloca la
muestra para la obtencion y purificacion de los organulos de células.

2.2. Competencias

e Reconoce las diferencias de lisis de tejidos por mortero y por
cuchillas.

e Comprende la importancia de la ruptura mecénica de las
células eucariontes.

e Aprende a estimar la eficiencia de la lisis celular por medio de
la presencia de la integridad de organulos.

e Establece la importancia de los medios liquidos en la lisis
celular.

2.3. Materiales y reactivos para la practica

e 3 Cajas de Petri

e Mortero con pistilo.

e Probeta de 50 ml.

e Micropipeta con puntas de 20-200 pl.

e Laminas porta y cubre objetos.

e Microscopio marca NIKON modelo ECLIPSE E200.
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e Procesador de alimentos.

» Tejidos y soluciones.
o Hojas de espinaca.
o Amortiguador fosfatos (HPO4/H3PO4 pH 7.4)
o Agua desionizada.

» Material requerido por los estudiantes
o Bata de laboratorio.
o Guantes.
o Las personas que tengan cabello largo emplear cofia.
o Tijeras de diseccion.

2.4. Desarrollo de la préactica.

2.4.1. Al inicio de la practica los estudiantes discutiran
en grupo la respuesta a cada una de las siguientes
preguntas:

¢ Para qué me sirve conocer el fraccionamiento subcelular?

¢La lisis celular se encuentra relacionada con la preparacion de
alimentos?

¢Si las cuchillas rompen todo porque se emplean instrumentos
similares a una licuadora?

¢En qué voy a emplear el conocimiento del fraccionamiento
subcelular en mi actividad profesional como biélogo?
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2.4.2. Procedimiento de laboratorio

1. Lave cuidadosamente con agua corriente 40 hojas de espinaca y
acelgas.

2. Con unas tijeras corte 10 hojas de espinaca en fragmentos
pequefios reserve los fragmentos obtenidos para cada tipo de lisis.

3. Debido a que el procedimiento de esta practica tiene procesos
comunes independientemente que las variables son la solucién de
lisis y el procedimiento mecéanico para la ruptura celular, la primera
lisis se realiza con mortero, hojas de espinacas y agua desionizada
(solucién de lisis 1); la segunda con el mismo procedimiento, pero se
emplea amortiguador fosfatos (solucion de lisis 2); la tercera se realiza
por medio de cuchillas, en este caso con un procesador de alimentos,
empleando como solucién agua desionizada y en la cuarta se emplea
amortiguador fosfatos.

» Fraccionamiento con Mortero

1. Adicione 50 ml de la solucién de lisis en el mortero junto con los
fragmentos de hojas de espinaca.

2. Comience triturando ambos tejidos por 3 min a temperatura
ambiente.

3. Coloque 100 pl de la solucion que se obtiene de la lisis en un
portaobjetos y realice un frotis en un portaobjetos.

4. Posicione el portaobjetos en la platina del microscopio y fotografié
su observaciéon con los objetivos 4X, 10X y 40 X empleando tres
aberturas diferentes del diafragma y tome las fotografias
correspondientes.
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5. Continlie la maceracion de la muestra por otros 3 min y repita los
pasos 3 y 4 nuevamente.

6. Termine la maceracion de la muestra por otros 3 min.
7. Repita los pasos 5 y 6 nhuevamente.

» Fraccionamiento con cuchillas mediante procesador de
alimentos.

1. Coloque 50 ml de la solucién a emplear con la muestra que sera
lisada.

2. Aplique un pulso en el equipo con las cuchillas por 2 min a
temperatura ambiente.

3. Coloque 100 ul de la solucion que se obtiene de la lisis en un
portaobjetos y realice un frotis.

4. Posicione el portaobjetos en la platina del microscopio y fotografie
su observacién con los objetivos 4X, 10X y 40X empleando tres
aberturas diferentes del diafragma y tome las fotografias
correspondientes.

5. Continue la lisis de la muestra aplicando un pulso para las cuchillas
por 2 min y repita los pasos 3 y 4 nuevamente.

8. Termine la lisis de la muestra con la aplicacion de un pulso para las
cuchillas por 2 min y repita los pasos 3 y 4 nuevamente.
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2.4.3. Resultados esperados

A medida que comience la lisis celular en ambos procesos se
comenzaran a percibir los aromas de las hojas de espinaca. También
el sonido que se genera al macerar las hojas de espinaca cambiaran
a medida que se va realiza la lisis en el mortero. Es de resaltar que el
sonido sera distinto entre la lisis con el agua desionizada y el
amortiguador fosfatos. Uno de los indicadores de que se esta lisando
las células de los tejidos es el cambio de coloracion de cada una de
las soluciones.

La viscosidad de la muestra es un indicador de que se esta realizando
la lisis celular. Es muy importante estar verificando la viscosidad de la
muestra, ya que al momento de que el extracto en solucion es
demasiado viscoso, es un indicador de que se ha roto las membranas
nucleares y de que el ADN gendmico ya esta en solucion.

Adicional a estos comentarios se incluyen referencias bibliograficas
que resaltan la importancia del fraccionamiento celular, el uso y
aplicacion de la fragmentacion celular por medio del mortero para la
generacion de resultados.

2.5. Informe de la practica

El informe del laboratorio debe de ser acorde a los lineamientos
establecidos en el programa académico de la asignatura Biologia
Celular (Ver Anexo 4). Se anexa un formato base para colocar las
imagenes obtenidas en el microscopio.
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4X

4X

10X

10X

40X

40X

Formato para presentacion de fotografias para su analisis.

Muestra XXXX Tipo de lisis XXXX

Abertura 1 Abertura 2 Abertura 3
Abertura 1 Abertura 2 Abertura 3
Abertura 1 Abertura 2 Abertura 3
Abertura 1 Abertura 2 Abertura 3
Abertura 1 Abertura 2 Abertura 3
Abertura 1 Abertura 2 Abertura 3

Agua
Desionizada

Amortiguador
Fosfatos

Agua
Desionizada

Amortiguador
Fosfatos

Agua
Desionizada

Amortiguador
Fosfatos

Descripcion y observaciones de los resultados
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PRACTICA 2B.
FRACCIONAMIENTO
CELULAR (PARTE B)
CENTRIFUGACION
CONTINUA

3.1. Introduccién

Desde un punto de vista de laboratorio, el aislamiento de organulos
es uno de los elementos claves para el desarrollo de la Bilogia Celular
y de otras areas biolégicas. Por ello desde un principio, para lograr el
avance de los estudios cientificos enfocados a las células, fue
necesario el establecer un procedimiento que permitiera tener
cualquier organulo puro, manteniendo su integridad celular y que
pudiese continuar la realizacibn de sus procesos celulares. La
solucién a lo anterior fue la centrifugacién; la cual consiste en la
separacién de particulas en una solucion por medio de la fuerza
centrifuga. El principio técnico se sustenta en que cada uno de los
organulos de una célula tiene diferente forma, densidad y peso, por lo
tanto, cada organulo tiene un patrén de separacion especifico en
funcion del solvente en donde se realice la centrifugacion.

Con base al principio anterior, las condiciones experimentales de
centrifugacion requieren varios factores a considerar para responder
dos preguntas basicas en cualquier separacién de organulos ¢ Cual
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es la velocidad? y ¢, Por cuanto tiempo se centrifuga una muestra para
obtener el organulo o particula de interés?

Para dar una respuesta correcta, es fundamental tener siempre
presente que la centrifugacién Unicamente mueve organulos o
particulas por la fuerza centrifuga y por lo tanto se pueden medir la
distancia, estimar el tiempo y la distribucion de la concentracién de las
particulas a lo largo del solvente. Dicha medicién, en la cual, las
moléculas u organulos se desplazan por el eje de la fuerza centrifuga,
se denomina “Velocidad de sedimentacién”, por lo tanto, su resultado
es un coeficiente de sedimentacion, el cual proporciona informacion
del peso molecular y la forma de la particula. Ademas, la estimacion
de la distribucibn de las moléculas y/o organulos a distintas
concentraciones de la solucion en condiciones de distribucion
constante en el tiempo se denomina “Equilibrio de sedimentacion”, la
cual indica el momento en donde los organulos o las particulas han
alcanzado su punto maximo de movimiento y por lo tanto, se obtienen
datos de los pesos moleculares, la densidad, composicion de los
organulos y las particulas.

Por lo anterior la velocidad a la cual sedimentan los organulos y las
particulas en una suspensién, dependen de la naturaleza de la
muestra, la composicion quimica de la solucion en el cual estan
suspendidas y de la fuerza aplicada a las particulas para ser
separadas.

Con base a lo anterior, se puede considerar que los organulos y las
particulas grandes sedimentaran mas rapido en comparacion con las
pequenfas, es decir para los organulos celulares, como el nucleo que
es el de mayor tamafio en cualquier célula sedimentard mucho mas
rapido en comparacion que una vesicula de secrecion que es mucho
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menor en tamafio y composicion quimica. En este sentido, se han
desarrollado varios modelos matematicos y tipos de centrifugacion
para establecer la velocidad y el tiempo para obtener la separacion de
un organulo todos ellos estan sustentados en las caracteristicas del
medio de solucién y de los organulos.

En la actualidad, se conocen cuatro tipos de centrifugacion cuyos
desarrollos se sustentan en la densidad de los organulos y/o
particulas ademas de la concentracion y tipo de solucién en las que
se encuentran suspendidas, siendo estas.

Centrifugacion diferencial. También denominada centrifugacion
preparativa. Ella tiene fundamento en la densidad de los organulos y
de las particulas. Por ello los organulos y particulas con densidades
similares sedimentan en el mismo punto.

Centrifugacion zonal. La separacién de las particulas ocurre por
diferencias en la velocidad de sedimentacion debido a las distintas
masas de los organulos y particulas que componen la muestra de
estudio. Para ello se requiere un gradiente de densidad y por lo tanto
al colocar la muestra en la parte superior del gradiente y al aplicar una
velocidad constante, los organulos y las particulas se moveran a
distinta velocidad en las diferentes partes del gradiente por su masa.

Centrifugacion isopicnica. En ella se emplean medios de diferente
densidad para la separacion de los organulos y las particulas que
poseen el mismo coeficiente de sedimentacion.

Ultracentrifugacién. Se sustenta en gradientes continuos o
discontinuos y una de sus caracteristicas son las altas velocidades
que emplea para la separacion de organulos o particulas.
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Para la generacion de cualquiera de estas formas de centrifugacion
se han desarrollado diferentes tipos de centrifugas las cuales pueden
ser de una velocidad baja, alta y ultracentrifugacion. Su identificacion
esté en funcion de la capacidad de generar la fuerza centrifuga para
realizar la separacién de los organulos o particulas. Ademas, se
requiere de un rotor el cual es un aditamento en donde se coloca la
muestra y es la parte de la centrifuga donde se realiza el giro que
generara la fuerza centrifuga.

Con el objetivo de conocer y aplicar las bondades y beneficios que
tiene la centrifugacion en el fraccionamiento celular, en la primera
etapa de esta practica se realizaran centrifugaciones diferenciales con
extractos de hojas de espinaca, con agua desionizada y amortiguador
fosfatos. Para la segunda etapa los productos obtenidos de cada
centrifugacion se observardn al microscopio para observar los
productos obtenidos de cada fraccién por medio de su tincién con el
colorante basico azul de metileno. El procedimiento anterior permite
ver el efecto que tiene el amortiguador y el tipo de lisis en la obtencién
de organulos.

3.2. Competencias

e Analiza y utiliza los conocimientos basicos de la
centrifugacion para la separacion de organulos.

e Aprende el uso de centrifugas.

e Comprende y realiza centrifugaciones diferenciales.

e Distingue los distintos patrones de la centrifugacién en
funcion del solvente y sus fracciones mediante el uso del
microscopio.
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3.3. Materiales para la préactica

2 Caja Petri

Probeta de 50 ml.

Mortero con pistilo.

Procesador de alimentos.

Tubos de fondo conico, en polipropileno transparente de 15 ml.
Tubos Eppendorf de 1.5 ml.

Propipeta automatica.

Pipetas de 5y 10 ml

Micropipetas con puntas desechables de 20-200 y 100-1000 pl.
Filtro de malla de tela.

Gasas.

Embudo.

Gradilla

Centrifuga.

Rotor con cabezal oscilante.

Balanza.

Vaso de precipitado.

Adaptador para rotor de cabezal oscilante para tubos de 15 ml.
Laminas porta y cubre objetos.

Microscopio marca NIKON modelo ECLIPSE E200.

» Tejidos y soluciones:

¢ Hojas de Espinaca.
e Amortiguador fosfatos (HPO4/H3PO4 pH 7.4).
e Azul de Metileno al 2% disuelto en agua desionizada.

e Agua desionizada.
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» Material requerido por los estudiantes
e Bata de laboratorio.
e Guantes.
e Las personas que tengan cabello largo emplear cofia.
e Tijeras de diseccion.

3.4. Desarrollo de la préactica (Parte B).

3.4.1. Al inicio de la practica los estudiantes discutiran
en grupo la respuesta a cada una de las siguientes
preguntas:

JPor qué es tan importante conocer los fundamentos de la
centrifugacion?

¢Para qué me va a servir el saber emplear una centrifuga?

¢Existe alguna otra forma de separar organulos ademas de la
centrifugacion?

¢, Qué ventaja me dara en mi vida profesional el saber los conceptos
bésicos de la centrifugacion?

3.4.2. Procedimiento de laboratorio.

1. Enjuague las hojas de espinaca con agua corriente
exhaustivamente.

2. Corte 10 hojas de espinaca con tijeras en fragmentos pequefios y
colocar en una caja de Petri.
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3. Coloque las hojas de espinaca en un mortero con 50 ml de agua
ultra pura y macere suavemente por 5 min. Separe 500 microlitros en
un tubo Eppendorf de 1.5 ml y reserve.

4. Repita el paso 3 y emplee amortiguador fosfatos.

5. Repita los pasos 1 a 3 y realice la lisis de las hojas con el
procesador de alimentos con un pulso de 2 min en 50 ml de agua
desionizada y otro con amortiguador fosfatos.

6. Transfiera 10 ml del tejido macerado de ambas soluciones a tubos
de 15 ml para cada muestra y reservar.

7. Filtre 10 ml de cada macerado por medio de una malla de tela 'y de
6-8 gasas y coloque cada uno en otro tubo coénico de 15 ml. Separe
500 microlitros de la parte filtrada y haga un frotis de la parte retenida
en la malla de tela.

8. Para la centrifugacion, equilibre las muestras pesando cada tubo
junto con el adaptador para rotor de cabezal oscilante para tubos de
15 ml. En caso de tener diferencias en el peso iguale las cantidades
con muestra para tener pesos iguales.

POR _NINGUN MOTIVO CENTRIFUGUE TUBOS CON
DIFERENTES PESOS.

9. Centrifugue a 50 G por 5 min a cuatro grados centigrados.

10. Finalizada la centrifugacibn tome una foto y separe el
sobrenadante en nuevo tubo y mantenga el botén del fondo que
contiene los ndcleos y otros restos celulares. Realice un frotis a ambas
muestras en un portaobjetos tefla con colorante béasico azul de
metileno, fije por calor y observe en el microscopio.
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11. Tome 7 ml del sobrenadante que contiene -cloroplastos,
mitocondrias, vesiculas y polisémas. Vuelva a pesar para realizar una
segunda centrifugacién a 2400 gravedades por 20 min a cuatro
grados centigrados.

12. Retire el sobrenadante para realizar un frotis de este Ultimo y del
pellet para tefiirlos con el colorante basico azul de metileno al 2%.
Observe ambas muestras en el microscopio con los lineamientos

expuestos en la primera practica.
3.4.3. Resultados esperados

La primera centrifugacion diferencial contiene los nlcleos y restos
celulares en la pastilla que se formé en la parte inferior del tubo. Al
pasar el sobrenadante a un nuevo tubo se tendrdn cloroplastos,
mitocondrias y vesiculas, pero al aumentar la velocidad estas
continuaran disueltas en la solucién, mientras que los cloroplastos y
las mitocondrias se desplazan a la parte inferior de tubo generando
una nueva pastilla. En caso de que se deseara obtener las vesiculas
puras habria que realizar una tercera centrifugacion; pero esto ya no
aplica para los objetivos de la practica (representacion en Figura 1).

Al tefiir los nlcleos, mitocondrias y cloroplastos con el colorante
basico con el colorante basico azul de metileno, en el microscopio se
debe de observar, en el microscopio unos puntos azules que
corresponde a la tincion de acidos nucleicos y de proteinas. Esta
coloracion es un indicador de la presencia de los organulos
purificados.
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mas no corresnonden a su forma celular.

Figura 1. Representacion de grafica de la obtencion de organulos
celulares por medio de centrifugacion diferencial y zonal. Los valores de
velocidad, temperatura, tiempo y concentracién de los gradientes son
generales.

Se muestran algunos resultados obtenidos en préacticas del curso de
biologia celular en la Escuela de Biologia de la Universidad Industrial
de Santander. Asi como referencias que sirvieron de apoyo para el
disefio de esta practica y el uso de la centrifugacion en el
fraccionamiento celular.
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Figura 2. Muestra de resultados de lisis y centrifugacién preparativa en
extractos de hojas de espinaca. En la fotografia A se indica el lisado
antes ser colocado en los tubos cénicos. En B se observa la muestra
colocada para ser centrifugada, mientras que en C se muestra el
resultado la concentracion de los organulos.

3.5. Informe de la practica

El informe del laboratorio debe de ser acorde a los lineamientos
indicados al principio de este manual y que corresponden a lo
establecidos en el programa académico de la asignatura Biologia
Celular.

3.6. Referencias de apoyo
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PRACTICA 3.
LIPIDOS DE MEMBRANA
DE CLOROPLASTOS Y
PERMEABILIDAD
MEMBRANAL

4.1. Introduccion

Las células desarrollan su ciclo de vida en medios ambientes
cambiantes en condiciones fisicas y quimicas, los cuales la
afectan de forma directa o indirecta su estructura y
propiedades. Parte de esta adaptacion se logra gracias a que
las células estan limitadas por una membrana plasmatica
compuesta de fosfolipidos y proteinas que separan el medio
interno del externo y con ello las células regulan el medio
intracelular para efectuar su: metabolismo, crecimiento,
divisién celular y apoptosis o muerte.

Para ello, la membrana celular tiene propiedades que permiten
la entrada y salidas de sustancias externas e internas a lo que
se denomina “Permeabilidad de membranas”. En este sentido,
este flujo de sustancias atreves de la membrana esta en
funcion de sus cargas eléctricas, en donde las que tienen carga
neutra atraviesan la membrana con mayor facilidad en
comparacion con las que tienen carga positiva o negativa. Otro
factor involucrado en el paso de sustancias por la membrana
celular es el tamario de ellas.

Por las caracteristicas antes mencionadas el transporte o

movilidad de sustancias a través de la membrana se clasifica
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en: transporte pasivo el cual se realiza a favor del gradiente de
concentracion o de carga eléctrica (de mayor a menor),
mientras que el transporte activo es contra del gradiente (de
menor a mayor) como por ejemplo gradiente de protones o
electrolitos con proteinas de membrana como son las
ATPasas o las bombas de sodio-potasio, entre otras.

Dentro de los tipos de transporte pasivo se encuentra la
difusién simple en donde la molécula pasa a través de la
membrana, ejemplo de ello son los gases o el alcohol. Otro es
la osmosis, la cual esta determinada por la presion producida
por la diferencia de concentraciones de solutos a ambos lados
de la membrana. Dependiendo si el medio donde se encuentra
la célula es hipotoénico, isotonico e hipertonico. Cabe sefialar
gue las definiciones del medio antes indicado estan en funcion
de un punto de comparacién, por lo que, si nos basamos
principalmente en el medio y no en la célula, los conceptos se
invierten. Es decir, en el caso de que una célula sea hipoténica
con respecto a su medio, esto significa que el medio es
hipertonico con respecto a lacélula. El siguiente transporte es
la Difusion Facilitada que es empleado para moléculas
grandes como son la glucosa, para su realizacion se requiere
de una proteina de membrana llamada acarreador que une a
la molécula para introducirla o sacarla.

Es de resaltar que tanto el transporte pasivo y activo de la
membrana celular también se presenta en las membranas de
los organelos eucariontes, por consiguiente, el estudio de los
mecanismos de transporte membranal se puede realizar con
distintos organulos como son las mitocondrias o los
cloroplastos por citar un ejemplo.
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Los estudios cientificos enfocados a la compresion de las
membranas celulares son desde distintos punto de vista, por
ejemplo: quimico con el fin de determinar la estructura atébmica
de los fosfolipidos, proteinas asociadas y otras moléculas que
la componen, molecular al establecer la regulacién de la
expresion génica de los genes que codifican para las enzimas
que realizan la biosintesis de sus fosfolipidos o proteinas
asociadas, fisioldgico al determinar los cambios en el potencial
de accion de ellas ante estimulos quimicos o fisicos y desde un
punto celular comprendiendo la relacion que tiene en la
formacion de organulos y procesos en las células.

Esta practica del Laboratorio de Biologia Celular tiene como
objetivo observar distintas propiedades universales de las
membranas celulares tomando como modelo de estudio a los
cloroplastos de espinaca expuestos a distintas soluciones que
cambiaran su estructura al microscopio y el patrén de difusién
de pigmentos de fracciones de remolacha.

4.2. Competencias

e Comprueba los transportes a traves de la membrana
celular.

e Demuestra la importancia que tiene la concentraciéon
de las soluciones sobre las células.

¢ Observay diferencia los fenomenos de
hipotonia, isotonia e hipertonia.
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4.3. Materiales y reactivos para la préctica

Gradilla Tubos Eppendorf de 1.5 ml.

Laminas porta y cubre objetos.

Microscopio marca NIKON modelo ECLIPSE E200.
Micropipeta y puntas de 0.1-1 mly de 0.02-0.2 pl.

» Tejidos y soluciones:

Hojas de espinaca.

Cubos de remolacha.

Amortiguador fosfatos (HPO4/H3PO4 pH 7.4).

Agua desionizada.

Cloruro de sodio. 0,1 mM, 0,3 mM, 0,5 MMy 1 mM en
amortiguador fosfatos.

Sacarosa al 5 %, 10 % 30 % y 50% en amortiguador
fosfatos.

» Material requerido por los estudiantes

Bata de laboratorio.
Guantes.
Las personas con cabello largo emplear cofia.

46



Manual de préacticas de Laboratorio de Biologia Celular

4.4. Desarrollo de la préactica

4.4.1. Alinicio de la practica los estudiantes discutiran
en grupo la respuesta a cada una de las siguientes
preguntas:

¢Por qué es necesario el conocer las membranas de los
cloroplastos?

¢Para qué me servirA en tener conocimientos de las
membranas en mi actividad profesional?

¢Realmente se pueden ver el efecto de los canales de
membrana en una remolacha?

¢ Estos conocimientos los puedo emplear en otras areas
distintas a la biologia?

4.4.2. Procedimiento de laboratorio.

1. Corte tiras de la hoja de espinaca de 0,5 cm de anchoy 2 cm
de largo.

2. Obtenga cubos de remolacha de aproximadamente un
centimetro.

3. Coloque dos series de tubos Eppendorf con 1 ml de las
soluciones de cloruro de sodio. 0,1 mM, 0,3 mM, 0,5 MMy 1
mM en amortiguador fosfatos. Ademas de otras dos series de
tubos Eppendorf pero con 1 ml de Sacarosa al 5 %, 10 % 30 %
y 50% en amortiguador fosfatos.
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4. Coloque en otros dos tubos Eppendorf 1 ml de agua grado 1
y en el otro 1 ml de amortiguador fosfatos.

5. Coloque en una de las series de cloruro de sodio y de
sacarosa un cubo de remolacha por tubo, ademas de los tubos
con agua y amortiguador fosfatos.

6. Incube por 15 min a temperatura ambiente Tome fotografias
cada media hora y posteriormente por 24, 48 y 72 horas a
temperatura ambiente.

7. Coloque los cortes de espinaca como se indica en el paso 3.
8. Incube las hojas a 37°C por 10 min.

9. Retire del periodo de incubacién. Coloque cada muestra en
Su respetivo portaobjetos y observe al microscopio 6ptico.

10. Coloque el corte de la hoja de espinaca en 1 ml de
amortiguador fosfato a temperatura ambiente por 5 min.

11. Retire el corte y observe nuevamente al microscopio.

4.4.3. Resultados esperados.

Los cubos de remolacha comenzaran a difundir sus pigmentos
de forma inmediata al entrar en contacto con la solucién.
Observara que a concentraciones mayores de sodio y glucosa
la difusiéon es menor y se formara un gradiente de color rojo el
efecto de la difusibn es mayor a medida que pasa el tiempo de
exposicion del cubo de remolacha con la solucion.
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Este efecto de difusién de soluciones en las membranas se
puede observar al colocar en el microscopio los cortes de las
hojas de espinaca que fueron colocados con las diferentes
concentraciones de cloruro de sodio y de sacarosa. Ellos se
observaran en las diferencias en su tamafio y forma de sus
organulos siendo mas visibles en los cloroplastos y la vacuola.
Al colocar los cortes de hojas de espinaca nuevamente en
amortiguador fosfatos observara que los organulos regresan a
su estadio original.

4.5. Informe de la practica

El informe del laboratorio debe de ser acorde a los lineamientos
a lo establecidos en el programa académico de la asignatura
Biologia Celular (Anexo 4). Ademas se incluyen referencias
bibliogréficas y videos que le ayudaran a dar la explicacion de
sus resultados para la realizacién del informe de la préactica.

Direccion de videos publicos de ayuda para la explicacion de
sus resultados.

https://www.youtube.com/watch?v=iBDXOt uHTO

https://www.youtube.com/watch?v=-h kWFM2faQ

https://www.youtube.com/watch?v=0nQOQkWxAKwI

https://www.youtube.com/watch?v=hfXGsJCOC9A

https://www.youtube.com/watch?v=bUE8gzMqgab8
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PRACTICA 4.
COMPOSICION

DE PIGMENTOS DE
CLOROPLASTOS

5.1. Introduccién

Una de las principales caracteristicas de la vida en nuestro
planeta es la infinita variedad de colores que tienen los seres
vivos, los cuales son especificos para cada especie. En la
mayoria de los casos puede tener un caracter hereditario e
inclusive genera diversos polimorfismos desde bacterias,
protistas, hongos, plantas, hasta animales. Por lo anterior surge
una pregunta fundamental dentro de la biologia ¢Qué
caracteristicas tienen las biomoléculas que dan el color a la vida
y cual es su relacién en las células de un organismo? En este
sentido se ha demostrado que muchas regiones de moléculas
gue patrticipan en los colores celulares pueden reflejar la luz y
se les denominan croméforos y auxocromos.

En las células y organismos, las moléculas no proteicas que
participan en la coloracion de las células con cromoforos y
auxdécromos son de varios tipos; dentro de los principales estan
los carotenoides los cuales estan compuestos Unicamente por

hidrogeno y carbono es decir son hidrocarburos. Mientras que
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el otro grupo corresponde a las Xantdéfilas cuya composiciéon
atbmica incluye al oxigeno que puede estar como grupo
hidroxilo, metoxilo, ep6xido, carbonilo o carboxilo.

En la célula los carotenoides se encuentran asociados a las
membranas, por lo que su distribucion en los seres vivos es
muy amplia. Por ejemplo, muchos carotenoides estan en
vegetales con o sin frutos que tienen colores verdes-amarillos,
otros patrticipan en los colores de las plumas de las aves o0 en
los colores de los invertebrados.

Auln esta gran distribucion de croméforos y auxdécromos en las
moléculas celulares, se puede considerar que la principal de
todos ellas, es la clorofila. Ella realiza la captacion de un fotén,
el cual se utiliza en la fotosintesis para la trasformaciéon de
energia luminica a energia quimica en forma de ATP,
moléculas organicas y la liberacion de oxigeno.

Para el estudio de los carotenoides y clorofilas desde un
principio se considerd sus caracteristicas atbmicas en la que,
con algunas excepciones, tienen caracteristicas lipidicas y por
lo tanto son insolubles en agua, pero solubles en solventes
como la acetona, éter, dietilico, hexano, cloroformo, piridina, el
metanol y etanol. Debido a esta caracteristica para la
separacion de las mezclas de carotenoides y/o clorofila de
origen celular se emplea la Cromatografia que es una técnica
de separacién basada en el principio de retencidn selectiva, que
permite analizar los distintos componentes de una mezcla,
facilitando su identificacién y cuantificacion.
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En las técnicas cromatograficas, los componentes de la mezcla
a separar se pueden asociar a una de dos alternativas: una fase
movil fluida que se desplaza (solvente) y una fase inmovil o
estacionaria, la cual es la matriz en la que se mueve el solvente.
Las interacciones que formen los diferentes compuestos con
cada una de las fases, van a determinar las velocidades con
que atraviesan la fase inmévil, obteniendo como resultado la
separacion de los mismos. Por ejemplo, los componentes que
logren mayor afinidad con la matriz se tardardn méas en
atravesarla.

Existen diferentes tipos de cromatografia, que varian en el tipo,
colocacién y naturaleza de las dos fases, siendo estas:
Cromatografia plana, que puede ser en Papel o Capa Fina; y la
Cromatografia en columna, ya sea de liquidos, de gases, o de
fluidos supercriticos. La Cromatografia liquida a su vez puede
ser de afinidad, intercambio idnico y filtracién en gel.

De todos los procesos cromatograficos antes mencionados uno
de los mas empleados es la cromatografia de papel. En ella, la
fase movil serd un solvente y la fase estacionaria consistira en
papel filtro. Por lo tanto, él solvente ascendera por capilaridad
a través del papel y las sustancias con mayor solubilidad se
desplazaran mas rapidamente junto con este. Por el contrario,
los pigmentos que desarrollen mayores interacciones con la
matriz, la atravesaran mas lentamente. A su vez, los pigmentos
mas abundantes formaran bandas més anchas.
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Dada la simplicidad y rapidez de la cromatografia en papel, a la
fecha continta siendo uno de los métodos mas empleados para
la identificacion de clorofila A y B, B-Caroteno y Xantofilas de
las hojas vy las flores de las plantas. La presente practica tiene
como objetivo el conocer el procedimiento de la cromatografia
en papel por medio de hojas de espinacas especie clasica para
cromatografia en papel.

5.2. Competencias

¢ Comprende los principios fundamentales que dan lugar
a la separacion de sustancias en cromatografia.

¢ Diferencia las fases movil y estacionaria que se emplean
en una cromatografia plana en papel.

e Adquiere destreza en la realizacion de la Cromatografia
de papel para separar pigmentos de cloroplastos.

¢ Identifica las interacciones entre la mezcla a separar y
las fases, que dan lugar a los resultados obtenidos.

5.3. Materiales y reactivos para la practica

e 4 Morteros.

e 4 Embudos.
e Papel Wathman 1M y 3M.
e Gradilla.

e Tubos de ensayo.
e Propipeta automatica.
e Pipetas de 5 ml.
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» Tejidos y soluciones:

Hojas de espinacas.
Isopropandl 60%-Eter 40%.
Etanol al 96%.

Acetona al 99.6 %.

Eter de Petroleo al 99.9 %.
Isopropanol 100%.

» Material requerido por los estudiantes:

Bata de laboratorio.
Guantes.

Cofia.

Cubrebocas tipo concha.

5.4. Desarrollo de la practica

5.4.1. Alinicio de la practica los estudiantes discutiran
en grupo la respuesta a cada una de las siguientes

preguntas:

¢Para qué me sirve el conocer los procedimientos de la

cromatografia?

¢En que se utiliza y paraqué sirve la cromatografia?
¢En la UIS hay laboratorios especialistas en cromatografia?

¢ Qué ventaja tendré como bidlogo al saber los principios

fundaménteles de la cromatografia?
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5.4.2. Procedimiento de laboratorio.

El siguiente protocolo se debe de repetir para cada una de las
muestras con los siguientes solventes:

Isopropandl 60%-Eter 40%.

Etanol al 96%.

Acetona al 99.6 %.

Eter de Petroleo al 99.9 %.

Isopropanol 100%.

1. Lave cuidadosamente las hojas de espinaca con agua.
2. Coloque las hojas de espinaca en un mortero.

3. Adicione 5 ml del solvente en el mortero.

4. Macere de forma vigorosa hasta que la mezcla adquiera una
tonalidad del color del tejido.

5. Filtre el lisado por medio de papel Whatman 1M y reservar.

6. Haga tiras de 2 cm de ancho con el papel Whatman 3M lo
mas largas posibles y reservar.

7. Coloque 2 ml en un tubo de ensaye con una pipeta de 5 mi
colocada en la propipeta automatica.

8. Tome una tira de papel Whatman 3M y acomddela
verticalmente dentro del tubo de ensayo que contiene el lisado
57



Francisco José Martinez Pérez V-

de modo que el extremo de abajo del papel quede en contacto
directo con el lisado.

9. Observe cémo se va produciendo la separacion de
pigmentos.

10. Detenga la cromatografia mediante la separacion del papel
con los pigmentos separados del tubo de ensaye y deje secar
a temperatura ambiente.

5.4.3. Resultados esperados.

Una vez finalizada la cromatografia se observara la separacion
de los carotenoides y/o clorofilas en el papel filtro, cuya
distribucién estara en funcién del solvente (Figura 3).
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Figura 3. Representacion del patron de migracion cromatogréafico que
observara con la separacion de Clorofila y Xantéfilas y Carotenoides
con hojas de espinaca. La flecha azul indica el ascenso capilar del
etanol con las moléculas, las cuales se separaran a durante la
cromatografia. En el centro se indica el patron de migracién esperado
y del lado izquierdo la formula quimica de los compuestos separados.
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5.5. Informe de la practica

El informe del laboratorio debe de ser acorde a los lineamientos
establecidos en el programa académico de la asignatura
Biologia Celular (Anexo 4).
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PRACTICA 5.
AISLAMIENTO
DE NUCLEOS

6.1. Introduccion

El nicleo es un organulo altamente especializado y complejo
de la célula. El contiene la mayoria de la informacion genética
que al ser expresada origina a las proteinas que constituyen y
regulan la mayoria de los proceso celulares. Por ello, el nicleo
celular es empleado en estudios sobre la transcripcion de
genes, sintesis, y procesamiento de RNA y el silenciamiento
génico postranscripcional, entre otros.

Desde un punto de vista de laboratorio, el aislamiento de
nucleos y al igual que cualquier organulo celular es uno de los
elementos claves para el desarrollo de la Bilogia y por lo tanto
la obtencidn de nucleos que mantengan sus procesos celulares
es esencial para su estudio. Es por ello que desde un principio
fue necesario el establecer el procedimiento que permitiera
tener ndcleos puros, manteniendo su integridad y que
continuase sus procesos fuera de la célula.

La solucion a lo anterior fue mediante un tipo de lisis celular y
con la centrifugacion con diferentes amortiguadores. Pero no
todas las especies son iguales y concomitantemente la
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proteccion de sus nucleos tienen elementos especificos para
cada una de ellas, por lo tanto, las condiciones experimentales
de rompimiento celular requieren considerar el tipo de célula u
organismo del que se aislaran los nucleos. Este dato es
fundamental ya que el método de lisis celular esta en funcion
de las caracteristicas moleculares de la membrana y/o pared
celular de la especie que sera empleada y por lo tanto, la forma
en que se rompan ambos elemento permitird que se mantenga
la estructura del nucleo. Ademas del conocimiento de la especie
de la cual se obtendran los nlcleos permite establecer la
velocidad a la cual sedimentaran, ya que todas las especies
tienen diferente concentracion de &cidos nucleicos y por ende
el tamafio de la membrana nuclear es diferente. En este sentido
debido a que el nucleo el organulo méas grande de toda la célula
se considerara que él, sera el organulo que sedimentara mas
rapido en comparacion con el resto que son de menor en
tamario.

Por todo lo anterior, el aislamiento de ndcleos requiere primero
de una lisis mecanica suave en amortiguador fosfatos.
Posteriormente la filtracion de la solucion, para aplicar a la
fraccibn resultante una centrifugacién preparativa vy
posteriormente en gradiente, con ella se obtiene los nucleos
aislados de los otros componentes celulares. Una vez
obtenidos, ellos pueden ser estudiados desde un punto de vista
celular por sus procesos intrinsecos o tifiendo con colorantes
especificos que reaccionan con los acidos nucleicos.
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Con el objetivo de conocer las caracteristicas metodolégicas
para el aislamiento de nucleos en el laboratorio de Biologia
Celular se realizara la purificacion de nucleos a partir de
gradientes de centrifugacion de extractos de hojas de espinaca,
e higado de res. Posteriormente se observaran las diferencias
morfolégicas entre ellos, por medio de tincion con colorantes
basicos como es el azul de metileno y Hematoxilina para
observar sus acidos nucleicos y acidos para las proteinas que
lo componen, Eosina para las proteinas como son histonas o
DNA y RNA polimerasas y Sudan IV para sus membranas.

6.2. Competencias

e Comprende los fundamentos de la lisis mecanica para
la obtencion de nudcleos celulares.

e Analiza y utiliza los conocimientos bésicos de la
centrifugacion para la separacion de organelos.

e Diferencia por tinciones las caracteristicas de los
nucleos de las células.
6.3. Materiales y reactivos para la practica

o Cajas Petri.
e Probeta de 100 ml.
e Morteros.
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e Filtro de malla de tela.

e (Gasas.

e Embudos.

e Gradilla

e Tubos de fondo cdnico, en polipropileno transparente de
15 ml.

e Tubos Eppendorf de 1.5 ml.

e Balanza analitica.

e Vaso de precipitado.

e Laminas porta y cubre objetos.

e Centrifuga.

e Rotor con cabezal oscilante.

e Adaptador para rotor de cabezal oscilante para tubos de
15 ml.

e Microscopio marca NIKON modelo ECLIPSE E200.

e Propipeta automatica.

e Pipetasde 5y 10 ml.

e Micropipeta y puntas para micropipeta de 0.1-1 mly de
0.02-0.2 ml.

e Pipetas Pasteur.

e \Vortex.

e Bafio Maria calefactor/de mesa.

e Lampara de alcohol.

» Tejidos y soluciones.

¢ Hojas de espinaca e Higado de res.
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e Amortiguador fosfatos (HPO4/H3PO4 pH 7.4).

e Sacarosa al 5% disuelta en amortiguador fosfatos
(peso/volumen).

Sudan IV al 2%, Azul de Metileno al 2% y Eosina al 2%

(peso/volumen) disueltos en amortiguador fosfatos

(peso/volumen).

Gradiente discontinuo de sacarosa: Sacarosa 80%,

Sacarosa 30% y Sacarosa 10% en una proporcion 1:3:2

respectivamente y disuelta en amortiguador fosfatos

(peso/volumen). (Nota: el gradiente puede realizarse

también con percoll a las mismas proporciones).

Agua desionizada.

» Material requerido por los estudiantes:

Bata de laboratorio.

Guantes.

Las personas con cabello largo emplear cofia.
Tijeras de diseccion.

Pinza hemostéatica.

6.4. Desarrollo de la practica

6.4.1. Al inicio de la préactica los estudiantes discutiran en
grupo larespuesta a cada una de las siguientes preguntas:
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¢Para qué me sirve el saber la forma de aislar nucleos en el
laboratorio?

¢ Qué utilidad tienen el conocer los métodos de lisis y
centrifugacion para aislar nacleos?

¢Existen otros métodos para aislar nicleos que estén en
internet?

¢Puedo usar el conocimiento de aislamiento de nucleos en
otras areas de la Biologia?

6.4.2. Procedimiento de laboratorio.
1. Corte en fragmentos pequefios cada uno de los tejidos.

2. Coloque en un mortero y adicione 25 ml de amortiguador
fosfatos.

3. Realice cuidadosamente la lisis del tejido para no fragmentar
los nuacleos.

4. Filtre el lisado por medio de una gasa hasta recuperar 10 ml.
5. Centrifugue a 600 g por 5 min.

6. Retire el sobrenadante y mantenga la pastilla que contiene
los nacleos.

7. Resuspenda la pastilla con los nicleos en 5 ml de sacarosa
al 5% disuelta en amortiguador fosfatos.

8. Coloque 3 ml de la fraccion anterior en la parte superior del
gradiente de sacarosa 80:30:10.
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9. Centrifugue a 500 g por 15 min.

10. Por medio de una pipeta retire cuidadosamente cada una
de las bandas que se formaron en el gradiente de sacarosa y
coléquelas cada una en tubos Eppendorf de 1.5 ml.

11. Adicione 1 ml de amortiguador fosfato a las fracciones
obtenidas y mezcle gentilmente.

12. Centrifugue por cinco min a 1000 gravedades.

13. Retire el sobrenadante. Adicione 5 ml de amortiguador
fosfatos y repita la centrifugacién del paso 12.

14. Resuspenda la pastilla en 1000 pl de amortiguador fosfato.

15. Coloque en tubos Eppendorf 200 pl de los nucleos
resuspendidas en 400 pul de las soluciones: Azul de Metileno,
Eosina, Hematoxilina y Sudan V.

16. Adicione a cada colorante 200 microlitros de las fracciones
resuspendidas y mezcle gentilmente por 30 segundos.

17. Incube las mezclas por 5 min a 40 grados centigrados.

18. De cada tincidn realice un frotis de 30 pl en el cubre objetos
y fije la muestra por calor.

19. Sumerja los portaobjetos en un vaso de precipitado con
agua desionizada para retirar el exceso de colorante y observe
sus muestras en el microscopio.
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6.4.3. Resultados esperados

En caso de que la lisis de los tejidos sea muy fuerte se obtendra
una solucién viscosa lo cual indica que se ha roto la membrana
nuclear y la muestra tiene &cidos nucleicos. Por ello es
necesario repetir la maceracién nuevamente.

Tratar de que en la recuperacion de cada centrifugacién no
mezclar con la parte superior de las fracciones que no
contienen los ndcleos (Figura 4).

La coloracién con el colorante indefinido Sudan IV tefiira lipidos
es decir membranas nucleares y otros lipidos presentes en el
nucleo. El colorante basico Azul de metileno corresponde a la
interaccion con los grupos fosfatos del ADN, RNA y algunas
proteinas, por ende, no se observara completamente la
membrana nuclear. Mientras que el colorante acido “Eosina”
tefiira inicamente proteinas y por ello se observard la tincion de
histonas, poros nucleares y proteinas nucleares
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Figura 4. Representacion del patrén de centrifugacién para el
aislamiento de nicleos. Los valores corresponden al procedimiento
experimental.

Para observar el patrén de migracion de nucleos en gradientes
discontinuos se recomienda ver la figura 1 del manuscrito de
Graham 2002. Mientras que los ndcleos aislados de vegetales
después del gradiente pueden sr ejemplificados en la figura 2
del articulo de Kumar and Sabhyata 2015. La tincion de nucleos
de hojas de espinaca es similar a la que se observa en la figura
3 del manuscrito de Sikorskaite et al 2013. Mientras que la
tincion de nacleos de higado se ejemplifica en la figura 2 del
manuscrito de Nagata et al 2010 y para nucleos purificados de
cerebro el resultado seréa similar al que muestra en la Figura 1.
Jankowska et al 2016.
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6.5. Informe de la practica

Elinforme del laboratorio debe de ser acorde a los lineamientos
establecidos en el programa académico de la asignatura
Biologia Celular (Anexo 4).

6.6. Referencias de apoyo

Graham JM. Rapid purification of nuclei from animal and plant
tissues and cultured cells. ScientificWorldJournal. 2002 Jun
7;,2:1551-4.
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Dziedzicka-Wasylewska M, Kedracka-Krok S. Optimized
procedure of extraction, purification and proteomic analysis of
nuclear proteins from mouse brain. J Neurosci Methods. 2016
Mar 1;261:1-9

Kumar S, Bhatia S. Isolation of Catharanthus roseus (L.) G. Don
Nuclei and Measurement of Rate of Tryptophan decarboxylase
Gene Transcription Using Nuclear Run-On Transcription Assay.
PLoS One. 2015; 10(5): e0127892
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PRACTICA 6.
AISLAMIENTO DE
MITOCONDRIAS.

7.1. Introduccién

Las mitocondrias son organulos dindmicos, cuya funcién
principal es la generacion de ATP a través de un sistema de
fosforilacion oxidativo. También participan en numerosas rutas
metabdlicas, como son: la sintesis de nucleétidos, genera como
subproducto la mayor parte de las especies reactivas de
oxigeno, generacion y modulacion de las sefales de Ca?* y la
muerte celular programada denominada apoptosis.

Segun la Teoria de la Endosimbiosis Seriada, “Las mitocondrias
son organulos intracelulares derivados de la endosimbiosis de
un organismo del grupo de las proteobacterias con un ancestro
de las células eucariotas que contenia un nucleo”. Una
caracteristica importante en la que se basa esta teoria, es el
sistema de doble membrana que poseen las mitocondrias,
constituido por una membrana mitocondrial externa y otra
interna separadas por un espacio intermembrana. La
membrana externa la separa del citoplasma y permite el paso
de moléculas pequefias, mientras que la membrana interna es
una barrera muy selectiva, lo que permite el mantenimiento del

gradiente de protones para la sintesis de ATP y presenta una
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serie de pliegues denominados crestas que le proporcionan una
gran superficie.

Otra caracteristica importante de las mitocondrias, y que
sustenta la propuesta antes mencionada es que ellas poseen
su propio genoma, denominado ADN mitocondrial (mtDNA) el
cual codifica para proteinas, tRNA y ribosomas; por lo tanto, el
resto de las proteinas mitocondriales estan codificadas por
genes nucleares y traducidos mediante su ARN mensajeros con
lo que se obtienen proteinas precursoras mitocondriales.
Debido a la estructura de doble membrana de las mitocondrias,
el importe de proteinas es un proceso complejo ya que las
proteinas dirigidas a la matriz deben cruzar la membrana
mitocondrial externa y la interna.

El mtDNA es altamente polimérfico, ya que presenta numerosas
diferencias en la secuencia entre individuos del mismo grupo
étnico, se ven incrementados entre individuos de grupos
distintos. Los haplotipos de mtDNA se basan en patrones
especificos de polimorfismos y algunos de ellos, parecen estar
relacionados con diversos procesos como la motilidad
espermatica, el envejecimiento, la susceptibilidad a diversas
enfermedades o la expresion de algunas mutaciones.

Debido a la importancia biolégica de estas particulas

intracelulares, se han desarrollado diversos métodos para su

aislamiento. La mayoria de estos métodos se basan en el

tamafio, relativamente grande de las mitocondrias y utilizan

para su purificacion la centrifugacion de tejidos
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homogeneizados. En esta préactica del Laboratorio del Curso
Biologia Celular se realizard un procedimiento para el
aislamiento de mitocondrias de corazon de res con el fin de
observar las diferencias en relacibn a sus patrones de
sedimentacién y tincién con colorantes indiferentes, acidos y
basicos. Este conocimiento es fundamental para que el biélogo
gue realice investigaciones biogquimicas, poblacionales o
histol6gicas por citar algunos de ellos tenga los elementos
basicos para la purificacién de mitocondrias.

7.2. Competencias

e Comprende los procesos metodolégicos para la
purificacién de mitocondrias.

e Aprende los elementos basicos de centrifugacion para la
purificacién de mitocondrias.

e Aislala mitocondrias de tejidos animales.

¢ Diferencia mitocondrias de érganos animales por tincion.

7.3. Materiales y reactivos para la practica

o 3 Cajas de Petri.
e Probeta de 50 ml.
e Filtro de malla de tela.

e Gasas.
¢ Embudo.
e Gradilla
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Tubos de fondo cénico, en polipropileno transparente de
15 ml.
Tubos Eppendorf de 1.5 ml.

e Balanza analitica.

e Vaso de precipitado.

Centrifuga.

Rotor con cabezal oscilante.

Adaptador para rotor de cabezal oscilante para tubos de
15 ml.

Propipeta automatica.

Pipetas de 5y 10 ml.

Micropipetas con puntas desechables de 0.1-1ml y0.02-
0.2 ml.

e Pipetas Pasteur.

e Procesador de alimentos.

Laminas porta y cubre objetos.
Microscopio marca NIKON modelo ECLIPSE E200.
Lampara de alcohol.

» Tejidos y soluciones:

Corazén de res.

Amortiguador fosfatos (HPO4/H3PO4 pH 7.4).
Gradiente discontinuo de sacarosa al: 30%, 25%, 20%,
15% y 10% disuelta en amortiguador fosfatos
(peso/volumen). Nota el gradiente puede ser también en
Percol a una concentracion 60%, 50%, 40%, 30%,

20%disueltas en amortiguador fosfatos.
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e Sudan IV al 2%, Azul de Metileno al 2% y Eosina al 2%,
disueltos en amortiguador fosfatos.
¢ Agua desionizada.

» Material requerido por los estudiantes:
e Bata de laboratorio.
e Guantes.
e Las personas con cabello largo emplear cofia.
e Tijeras quirdrgicas.
¢ Pinza hemostatica.

7.4. Desarrollo de la préactica

7.4.1. Al inicio de la practica los estudiantes discutiran
en grupo la respuesta a cada una de las siguientes
preguntas:

¢, Para qué me sirve el saber la forma de aislar mitocondrias en
el laboratorio?

¢, Qué utilidad tienen el tener mitocondrias aisladas?

¢ Existen otros métodos para aislar mitocondrias ademas de la
centrifugacion?

¢,Puedo usar el conocimiento de mitocondrias en biotecnologia
u otras areas de la ingenieria?
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¢,Cual es la utilidad del conocimiento de las mitocondrias en la
biologia?

7.4.2. Procedimiento de laboratorio.

1. Lave gentilmente con agua corriente 250 gramos corazon de
res.

2. Con unas tijeras corte cada uno de los tejidos en fragmentos
pequefios y coloque en su respectiva caja de Petri.

3. Cologque 25 ml de amortiguador fosfatos en el procesador de
alimentos junto con 15 fragmentos de corazén de res.

4. Aplique un pulso por 3 min a temperatura ambiente.

5. Realice un frotis y observe en el microscopio para verificar el
rompimiento celular.

6. Filtre el lisado con una malla de tela y con 6-8 gasas hasta
obtener 10 ml del lisado.

7. Equilibre en balanza cada uno de los tubos que contienen en
lisado.

8. Centrifugue a 1000 gravedades por 10 min a temperatura
ambiente.

NO CENTRIFUGUE SI LOS TUBOS CON LA MUESTRA NO
ESTAN EQUILIBRADOS

9. Transfiera el sobrenadante que contiene las mitocondrias a
un nuevo tubo.
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10. Coloque 3 ml en la parte superior del gradiente de sacarosa
30, 25, 20, 15, 10 en una proporcion 1:1:1:2:2.

11. Centrifugue a 3500 g por 45 min.

12. Equilibre y centrifugue la fraccién recuperada a 3500 x g
durante 10 min a temperatura ambiente.

13. Coloque las mitocondrias a cuatro tubos Eppendorf y afore
con 900 microlitros de amortiguador fosfatos.

14. Adicione 100 pl de los colorantes Sudan IV, Azul de
Metileno y Eosina y mezcle suavemente con vortex por 30
segundos.

15. Incube las mezclas por 5 min a 50 grados centigrados.

16. De cada tincion realice un frotis de 50 pul en el cubre objetos
y fije la muestra por calor.

17. Sumerja los portaobjetos en un vaso de precipitado con
agua desionizada para retirar el exceso de colorante y observe
sus muestras en el microscopio.

7.4.3. Resultados preliminares e informe de la
practica.

Las mitocondrias se rompen en contacto con agua desionizada
por choque osmdético, es fundamental que sus extractos y
proceso de purificacion no entren en contacto con ella para
garantizar el éxito de su metodologia.
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Si se homogeniza por mucho tiempo, muchas de las
mitocondrias se romperdn disminuyendo la calidad de la
preparacion.

En la tincién con el colorante Sudan IV observara la tincién que
corresponde a las grasas y membranas de las mitocondrias.
Mientras que la tincion con Azul de Metileno correspondera la
tincion del genoma, RNA mitocondrial y proteinas. Finalmente,
la tinciébn Eosina es Unicamente con proteinas.

Es importante no traer fracciones de otras regiones de la
centrifugacion que pueden contaminar la muestra la
representacion de los patrones de centrifugaciéon se indica en
la Figura 5.

10g 3500 300

10 min. h 5 min. x4
N NN Y D
o = o o o o

Las formas y sus colores de cada orgénulo, tienen como
objetivo representar el procedimiento experimental
mas no corresponden a su forma celular.

Figura 5. Representacién del patrén de centrifugacion para el
aislamiento de mitocondrias. Los valores corresponden al
procedimiento experimental.
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7.5. Informe de la practica

Elinforme del laboratorio debe de ser acorde a los lineamientos
establecidos en el programa académico de la asignatura
Biologia Celular (Anexo 4).

7.6. Referencias de apoyo

Almeida A, Medina JM. A rapid method for the isolation of
metabolically active mitochondria from rat neurons and
astrocytes in primary culture. Brain Res Brain Res Protoc. 1998
Mar;2(3):209-14.

Blan Sanmartin C. La proteina AOX como terapia génica para
enfermedades mitocondriales. En Repositorio Institucional de
Documentos de la Universidad De Zaragoza Espafa.
https://zaguan.unizar.es/record/9023?In=es#

Chaiyarit S, Thongboonkerd V. Comparative analyses of cell
disruption methods for mitochondrial isolation in high-
throughput proteomics study. Anal Biochem. 2009 Nov
15;394(2):249-58.

Guo W, Jiang L, Bhasin S, Khan SM, Swerdlow RH. DNA
extraction procedures meaningfully influence gqPCR-based
MtDNA copy number determination. Mitochondrion. 2009
Jul;9(4):261-5.

80


https://zaguan.unizar.es/record/9023?ln=es

Manual de préacticas de Laboratorio de Biologia Celular

Liu S, Charlesworth TJ, Bason JV, Montgomery MG, Harbour
ME, Fearnley IM, Walker JE. The purification and
characterization of ATP synthase complexes from the
mitochondria of four fungal species. Biochem J. 2015 May
15;468 (1):167-75.

Maynard S, de Souza-Pinto NC, Scheibye-Knudsen M, Bohr
VA. Mitochondrial base excision repair assays. Methods. 2010
Aug;51(4):416-25.

Picard M, Taivassalo T, Gouspillou G, Hepple RT. Mitochondria:
isolation, structure and function. J Physiol. 2011 Sep 15;589(Pt
18):4413-21.

Picard M, Taivassalo T, Ritchie D, Wright KJ, Thomas MM,
Romestaing C, Hepple RT. Mitochondrial structure and function
are disrupted by standard isolation methods. PloS one. 2011
6(3), e18317.

Reinhart PH, Taylor W M, Bygrave FL. A procedure for the rapid
preparation of mitochondria from rat liver. Biochem. J. 1982 204,
731-735.

81



Francisco José Martinez Pérez

PRACTICA 7.

AISLAMIENTO
DE CLOROPLASTOS

8.1. Introduccién

Los cloroplastos junto con las mitocondrias y el ndcleo, son
unos de los organulos mas estudiados. Se distribuyen por todo
el citoplasma de las células de las hojas y contienen varios sub-
compartimentos siendo estos : la envoltura del cloroplasto, que
es un sistema de doble membrana que rodea el organulo,
ademas de modular la comunicacion del cloroplasto con la
célula vegetal; el estroma, compuesto principalmente de
proteinas solubles, es el sitio ocurre la asimilacion de CO: lo
cual es por el consumo de equivalentes reductores y ATP
producidos por el flujo de electrones impulsada por la luz; y la
membrana tilacoide, que es una red interna de la membrana
altamente organizada formada por vesiculas planas
comprimidas en el se genera la fotosintesis oxigénica.

Las vesiculas tilacoides delimitan otro compartimiento discreto,
el lumen. Siendo el lugar de la fase luminosa de la fotosintesis.
Ademas, el compartimiento del tilacoide ha sido muy estudiado
desde un punto de vista funcional, estructural y bioquimico.
Varios complejos enziméticos que se encuentran en el siendo
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estos: los dos fotosistemas, PSI y PSII, el citocromo bsf o
plastoquinol—plastocianina reductasa y la ATP sintasa. Todas
ellas actdan en serie y su funciéon debe ser estrictamente
regulada para evitar el desequilibrio de absorcién de la luz o la
saturacion de la cadena de flujo de electrones en las plantas.
Ademas, en las membranas de los tilacoides se localizan las
clorofilas, carotenoides, xantofilas que participan en la
fotosintesis, la cual se resume como la transformacion del
diéxido de carbono, agua y luz a glucosa y oxigeno.

Dada la importancia que tienen los cloroplastos en las plantas,
en la produccion de biomasa vegetal y concomitantemente con
el medio ambiente, ellos son muy utilizados en estudios de
cambio climatico o de la influencia de factores ambientales en
el desarrollo de las plantas entre otros. Es por esta razon que
la purificacién de los cloroplastos es uno de los elementos
fundamentales tanto en estudios de biologia celular, bioquimica
ecologia, impacto ambiental y cambio climético.

En esta préactica se realizara el aislamiento de cloroplasto por
medio de centrifugacion diferencial para su posterior tincién con
colorantes indiferentes, 4cidos y basicos. Es de resaltar que el
protocolo es muy similar al que se realiza para la purificacion de
mitocondrias, sin embargo, puesto que los cloroplastos tienen
un tamafo mayor que el de la mitocondria es indispensable
realizar el protocolo con diferentes tiempos de lisis de las hojas
en el procesador de alimento, velocidades de sedimentacién y
proporciones en concentracion en el gradiente discontinuo.
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8.2. Competencias

¢ Determina la importancia de la centrifugacion diferencial
como técnica para el aislamiento de cloroplastos.

e Comprende los pasos necesarios para desarrollar una
centrifugacion.

¢ Determina las diferencias morfolégicas de cloroplastos
entre especies por medio de tincion.

8.3. Materiales y reactivos para la practica

o Cajas s de Petri.
e Probeta de 50 ml.
e Filtro de malla de tela.

e (Gasas.

e Embudo.
e Gradilla.
e Mortero.

e Tubos de fondo cénico, en polipropileno transparente de
15 ml.

e Tubos Eppendorf de 1.5 ml

e Balanza analitica.

e Vaso de precipitado.

e Centrifuga.

e Rotor con cabezal oscilante.

e Adaptador para rotor de cabezal oscilante para tubos de
15 ml.
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Propipeta automatica.

Pipetas de 5y 10 ml.

Micropipeta de 1000 pl.

Micropipeta de 20-200 pl.

Pipetas Pasteur.

Procesador de alimentos.

Laminas porta y cubre objetos.

Microscopio marca NIKON modelo ECLIPSE E200.

Lampara de alcohol.

» Tejidos y soluciones:

Hojas de espinaca.

Amortiguador fosfatos (HPO4/H3PO4 pH 7.4).
Gradiente discontinuo sea bien de sacarosa: Sacarosa
60%, 40%, 20%, 15%, y 10%, disueltas en amortiguador
fosfatos (peso/volumen), en una proporcién 1:1:1:2:2.
Nota el gradiente puede ser también en Percol a una
concentracion 60%, 40%, 20% disueltas en
amortiguador fosfatos, en la proporcion antes indicada.
Sudan IV al 2%, Azul de Metileno al 2% y Eosina al 2%,
disueltos en amortiguador fosfatos.

Agua desionizada.

» Material requerido por los estudiantes:

Bata de laboratorio.
Guantes.
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e Las personas con cabello largo emplear cofia.
e Tijeras quirdrgicas.
e Pinza hemostética.

8.4. Desarrollo de la préactica

8.4.1. Al inicio de la préactica los estudiantes discutiran en
grupo larespuesta a cada una de las siguientes preguntas:

¢Por qué es importante el conocer la forma de aislar
cloroplastos?

¢, Qué utilidad tienen el tener cloroplastos aislados en proyectos
de calentamiento global?

¢En qué utilizare cloroplastos aislados?

¢, Sirven los cloroplastos aislados para la biotecnologia u otras
areas de la ingenieria y agronomia?

¢,Puedo utilizar cloroplastos aislados para comprender la
biodiversidad o en la produccion de alimentos?

8.4.2. Procedimiento de laboratorio
1. Corte en fragmentos pequefios las hojas de espinaca.

2. Coloque en un mortero y adicione 50 ml de amortiguador
fosfatos.
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3. Realice cuidadosamente la lisis del tejido para no fragmentar
los cloroplastos.

4. Filtre el lisado por medio de una gasa hasta recuperar 10 ml.
5. Centrifugue a 1000 g por 5 min.

6. Retire el sobrenadante y mantenga la pastilla que contiene
los cloroplastos y los nucleos.

7. Centrifugue a 200 g por 5 min.
8. Retire el sobrenadante que contiene los cloroplastos.

9. Cologue 3 ml en la parte superior del gradiente de sacarosa
60%:40%:20%:15%:10%.

10. Centrifugue a 500 g por 15 min.

11. Por medio de una pipeta retire cuidadosamente cada una
de las bandas que se formaron en el gradiente de sacarosa
60%:40%:20%:15%:10% y coléquelas en un tubo Eppendorf de
1.5ml.

12. Adicione 1 ml de amortiguador fosfato a las fracciones
obtenidas y mezcle gentilmente.

13. Centrifugue por cinco min a 3200 gravedades.

14. Retire el sobrenadante y repita nuevamente una vez mas
los pasos 12y 13.

15. Resuspenda la pastilla en 1000 pul de amortiguador fosfato.
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16. Coloque en tubos Eppendorf 200 ul de: 2% Azul de
Metileno, 2% Eosina y 2% Sudan IV. Todos ellos disueltos en
amortiguador fosfatos.

17. Adicione a cada colorante 200 ul de las fracciones
resuspendidas y mezcle gentilmente por 30 segundos.

18. Incube las mezclas por 5 min a 40 grados centigrados.

19. De cada tincién realice un frotis de 30 ul en el cubreobjetos
y fije la muestra por calor.

20. Sumerja los portaobjetos en un vaso de precipitado con
agua desionizada para retirar el exceso de colorante y observe
sus muestras en el microscopio.

8.4.3. Resultados preliminares e informe de la préactica

Los cloroplastos se rompen en contacto con agua desionizada
por choque osmético es fundamental que sus extractos y
proceso de purificacion no entren en contacto con ella para
garantizar el éxito de su metodologia.

Si se homogeniza en el procesador de alimentos se genera la
lisis de la mayoria de cloroplastos y disminuye la calidad de la
preparacion ya que estard contaminada con tilacoides que se
observaran en la parte superior del gradiente discontinuo.

En la tincion con el colorante Sudan IV observara lo
correspondiente a las grasas y membranas de los cloroplastos.
Mientras que la tinciébn con Azul de Metileno correspondera la
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tincion del genoma, RNA del cloroplasto y proteinas.
Finalmente, la tincion Eosina es Unicamente con proteinas.

Trate de no contaminar la fraccion de los cloroplastos con
restos de la centrifugacion anterior el procedimiento se
representa en la Figura 6.

1000 g 6009 400
5 min. 10 min. 1 i r_\slrg?r??m

Las formas y sus colores de cada orgénulo, tienen como
objetivo representar el procedimiento experimental
mas no corresponden a su forma celular.

Figura 6. Representacion del patrén de centrifugacion para el
aislamiento de cloroplastos. Los valores indicados en el gréafico
corresponden a lo establecido al procedimiento experimental.

8.5. Informe de la practica

El informe del laboratorio debe de ser acorde a los lineamientos
establecidos en el programa académico de la asignatura
Biologia Celular (Anexo 4). En la seccién de referencias se
muestran articulos de apoyo para el informe de su practica.
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9 PRACTICA 8.
MITOSIS

9.1. Introduccién

La mitosis es el proceso de division celular eucarionte en el
cual, a partir de una célula se originan 2 células con igual
namero y tipo de cromosomas. Este tipo de division celular es
llevado a cabo por las células somaticas, aunque existen
algunas diferencias entre células vegetales y animales, ya que
en las primeras, la mitosis se lleva a cabo sin la presencia de
centriolos y asteres, ya que carecen de ellos.

Previo a los procesos de division celular de la mitosis, la gran
mayoria de las estirpes celulares doblan su masa y duplican
todos sus organelos, durante el ciclo celular, es un conjunto de
procesos citoplasmaticos y nucleares coordinados para que el
proceso de divisidn sea exitoso.

El proceso de divisiéon celular mitético inicia al final del periodo
G2 de la interfase, y termina al iniciarse el periodo G1 de una
nueva interfase. La mitosis esta conformada por cinco etapas
gue han sido caracterizadas principalmente por los eventos que
ocurren en los cromosomas en el interior del nucle6 y por el
ordenamiento de los organulos. Las etapas de la mitosis son:
profase, metafase, anafase, telofase y citocinesis (Figura 7).
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En la profase, cada cromosoma estd compuesto por dos
cromatidas, resultado de la duplicacion del ADN en el periodo
S, o de sintesis del ADN en la interfase. A medida que progresa
esta etapa, la cromatina se observa cada vez més condensada,
para dar origen a las cromatidas hermanas del cromosoma, el
cual se observa mas corto y grueso. El nucléolo se desintegra
y el nucleoplasma se mezcla con el citoplasma, esto ocurre en
la metafase. Ademas, se forman las &steres alrededor de los
centriolos en cada polo celular, y comienza a observarse la
presencia del huso mitético. Durante la anafase ocurre la
separacion de los centrémeros, las cromatidas se separan y
migran hacia los polos. Los microtibulos unidos a los
cromosomas, se acortan. La telofase inicia al término de la
migracion de los cromosomas hacia los polos. Los cromosomas
comienzan a descondensarse y se agrupan en la cromatina, la
cual es rodeada por cisternas del reticulo endoplasmico que se
fusionan para formar la nueva envoltura nuclear y dar origen al
nucleo. Finalmente, en la citocinesis se originan 2 células con
el rompimiento y fusién de la membrana citoplasmatica de cada
una de ellas.

La mitosis en las células vegetales se produce principalmente
en los meristemos, que son los tejidos que permiten el
crecimiento de la planta por lo que se encuentran en la punta
de los tallos y de las raices. Esta caracteristica ha sido
empleada por los cientificos para estudiar los procesos que
ocurren en la mitosis, siendo uno de los principales la tincion
del meristemo de la raiz de la planta para posteriormente
observar los eventos cromosdmicos por medio de microscopia.
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Figura 7 Representacion de las etapas de la Mitosis.

Para ello se han desarrollado diferentes protocolos
experimentales, uno de ellos fue disefiado por Vosa C.G et al.,
(1973). de la Escuela de Botanica de la Universidad de Oxford
quien lo publicé en la revista Experimental Cell Research. El
método tiene como objetivo teflir cromosomas vegetales y
también puede ser empleado para el estudio de la mitosis. El
se sustenta en la tincion del ADN por medio de diferentes
temperaturas, acetato de orceina y procesos de
desnaturalizacién de organelos con acidos clorhidrico y acético,
ademds del rompimiento de las células con presion mecanica a
lo que se conoce como técnica de aplastamiento o Squash.

Actualmente por su relativa sencillez al ser una tincién simple y
tiempo de ejecucidén corto, es ampliamente empleado para
observar la mitosis en células animales y vegetales sea bien
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para fines: cientificos, académicos o de ensefianza de la mitosis
este Ultimo con la tincion de meristemos de la raiz de cebolla.

Esta practica tiene como objetivo que el estudiante observe las
diferencias de la mitosis in situ empleando como modelo de
estudio meristemos de la raiz de: ajo, haba y cebolla como
control. Siguiendo el protocolo propuesto Vosa C.G. et al.,
(1974).

9.2. Competencias

e Conoce los principios y bases de la tinciébn de
cromosomas.

e Reconoce los diferentes estadios de la mitosis en
células vegetales.

e Comprende la importancia de la mitosis para estudios
de Biologia.

e Aprende a identificar eventos mit6ticos por medio de
tincion.

9.3. Materiales y reactivos para la practica

e Tabla de madera cubierta con papel aluminio.
e Micropipetas de 1000 pl y puntas de 1 ml.

e Tubos Eppendorf de 1.5 ml.

e Gradilla para tubos Eppendorf.
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Laminas porta y cubre objetos.
Barfio de incubacién con temperatura controlada.
Microscopio marca NIKON modelo ECLIPSE E200.

Tejidos y soluciones:

Meristemos de la raiz de ajo, haba y cebolla.
Amortiguador fosfatos.

Solucién fijadora 1 (Acido acético/Metanol 1:3 volumen
a volumen).

Acido clorhidrico 1N.

Acido acético al 40%.

Solucién de tinciénl (acetato de orceina al 1,5% disuelta
en acido acético al 40%).

Solucién de tincion2 (Rojo Congo al 1,5% disuelto en
amortiguador fosfatos).

Solucién de tinciéon3 (Sudan IV al 1,5% disuelto en
amortiguador fosfatos).

Solucién de tincién4 (Azul de metileno al 1,5 disuelto en
amortiguador fosfatos).

Agua desionizada.

Material requerido por los estudiantes:

Bata de laboratorio.
Guantes.
Las personas con cabello largo emplear cofia.
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e Mango con hoja de bisturi.
¢ Pinza Punta Diamante 15cm.

9.4. Desarrollo de la practica

9.4.1. Al inicio de la préctica los estudiantes discutirdn en
grupo larespuesta a cada una de las siguientes preguntas:

¢Por qué es importante el conocer las diferentes fases de la
mitosis?

¢ Para qué me sirve poder visualizar las etapas de la mitosis en
mi actividad profesional?

¢Puedo aplicar el conocimiento de la mitosis en otras areas de
la biologia?

¢, Se puede comprender la biodiversidad con base a la técnica
de mitosis de este laboratorio?

Puesto que el protocolo es aplicable a cualquier tipo de
meristemo; el protocolo que se indica a continuacion debe
de emplearse de igual forma para los 3 tipos de
meristemos de la raiz.

9.4.2. Procedimiento de laboratorio.

1. Lave con amortiguador fosfatos las raices de la planta, no
utilice agua desionizada para no dafiar por choque osmoético las
células y sus organulos.
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2. Cuidadosamente con un bisturi corte la parte final 3 raices
que contienen sus respectivos meristemos y coléquelas en un
tubo Eppendorf.

3. Adicione a los meristemos de la raiz 1 ml de Acido Clorhidrico
1N, coléquelos a 60 grados centigrados en bafio maria por 3
min.

4. Retire el Acido Clorhidrico 1N y lave los meristemos de la raiz
una veces con agua desionizada.

5. Retire el agua desionizada. Adicione 500 ul de &cido acético
al 40% coléquelos a 60 grados centigrados en bafio maria por
3 min.

6. Retire el acido acético al 40%. Realice un lavado con agua
desionizada (retirdndola del tubo Eppendorf) y adicione 500 pl
de la respectiva solucion de tincién a cada tubo.

7. Incube la muestra por 9 min a 60 grados centigrados.

8. El meristemo de la raiz seleccionado de la reaccion anterior
debe ser lavado con 1 ml de Acido acético al 40% para la tincion
con acetato de orceina y con amortiguador fosfatos para el
resto de los colorantes por 30 seg. a temperatura ambiente.

9. Realice un lavado con agua desionizada por 30 segundos y
se coloque en un portaobjetos.

10. Coloque el meristemo en un portaobjetos y cubrir con otro
portaobjetos. Aplane cuidadosamente los meristemos de la raiz
de forma manual. (A este procedimiento se le denomina
“Aplastamiento o Squash”).
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11. Por medio del microscopio determine las células del
meristemo de la raiz en mitosis con los objetivos 4X, 10X y 40X.

9.4.3. Resultados esperados.

Una vez concluidas las tinciones se observaran células en
distintas fases o estados de division celular lo anterior es
interpretado por las distintas formas de organizacién de los
cromosomas, producto de las etapas de la mitosis
independientemente del meristemo de la raiz. Las diferencias
en la forma de los ndcleos y caracteristicas de los cromosomas
se observaréan entre las diferentes especies.

Ademas, los cromosomas impregnados por la orceina se
observaran en color morado, en distintas fases de mitosis. El
aspecto reticulado, asi como el mayor tamafio de algunos
nacleos, corresponde a las células que se encontraban en los
procesos iniciales de la division mitética.

El grado de coloracion que se observe en las células de los
meristemos de cada raiz esta en funcién del grado de tincién
entre la orceina y la cromatina de las células, ademas de que,
en la raiz, se observaran las etapas de la mitosis en el
meristemo en tanto que las células ya diferenciadas estaran en
el resto de la raiz.

9.5. Informe de la practica

El informe del laboratorio debe de ser acorde a los lineamientos
establecidos en el programa académico de la asignatura

Biologia Celular (Anexo 4). En seccidon de Referencias de
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apoyo se indican los articulos cientificos para el disefio de la
practica y estan disponibles en el aula virtual del curso, con el
fin de ser material de consulta para el informe de su préactica.
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ANEXO 1

SEGURIDAD EN EL LABORATORIO

1.1 Seguridad de Reactivos y de Laboratorio

El laboratorio es un espacio fisico en donde se realizan
actividades de investigacion cientifica y tecnoldgica. Los
laboratorios se pueden clasificar en fisicos, quimicos,
biolégicos y de ingenieria. Su disefio esta en funcion del tipo
de actividad cientifica o tecnolégica que se realiza. Sin
embargo, existen dos tipos de riesgos en los laboratorios; el
primero general y el segundo especifico a la actividad que se
esta desarrollando en un momento determinado.

El objetivo general del disefio de todos los laboratorios es evitar
cualquier riesgo y por lo tanto, brindar seguridad pasiva y activa
para cualquier persona que se encuentre dentro de él. La
seguridad pasiva radica en la distribucion de sus zonas de
acceso, emergencia y evacuacion, ademas de la ubicacion del
mobiliario y materiales presentes en las aéreas de trabajo,
pasillos, e iluminacion. Todos estos aspectos son y tienen que
ser considerados por las personas cuando se encuentran
dentro de un laboratorio. La seguridad activa son los
dispositivos de proteccion como lo son detectores de humo,
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alarmas, extintores y botiquin. A continuacién, se explican
aspectos de seguridad en laboratorio.

Los accesos y rutas de evacuacion nunca deben ser obstruidos
por ningun objeto o mueble que impida la salida segura, rapida
y ordenada de las personas en casos de emergencia; de
preferencia se deben contar con una salida adicional a la
principal, para que se tenga otra opcion de evacuacién en caso
de que la salida principal no sea accesible en un momento
determinado. Las puertas tienen que tener una medida
adecuada para que se disponga de la salida de una manera
segura para mas de una persona. De preferencia tienen que
estar sefializadas con colores llamativos y con sefiales que
permitan su facil ubicacion y comprension.

Los pasillos de circulacion; conectan los accesos con las zonas
de trabajo, estos tienen que tener el espacio suficiente para
que las personas circulen libremente sin alterar las actividades
de las personas que se encuentren en el area de trabajo.
Ademas, siempre tienen que estar despejados e iluminados, ya
sea por luz solar o eléctrica, asi como de emergencia. Por lo
tanto, los pasillos siempre tienen que estar libres de equipo o
pertenencias del personal del laboratorio. Ademas, los pasillos
del laboratorio no son sitio de reunién, ya que interfiere con la
dinamica de las aéreas de trabajo.

Todas las personas que visitan, laboran o realizan actividades

temporales en el laboratorio tienen que tener la informacién
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pertinente de la ubicacion de las rutas y salidas de emergencia,
asi como los puntos de reunién, los cuales permiten determinar
si todas las personas han salido del laboratorio en caso de
emergencia.

Las zonas de trabajo son las superficies fisicas en donde se
realiza la actividad del laboratorio. Esta parte del laboratorio
estd constituido por el mobiliario y sirve para colocar los
equipos y materiales de trabajo. Las superficies, del mobiliario,
tienen que ser sélidas y perfectamente fijadas para evitar el
movimiento. Ademas, las superficies de trabajo tienen que ser
de un material que no reaccione con compuestos quimicos y
bioldgicos, tienen que ser facil de limpiar y con un acabado que
no genere reflejos molestos. Por lo general la mayoria de las
superficies de trabajo presentan conexiones a las tuberias de
agua, gas, aire a presion y para generar vacio, cuyas llaves
tienen que estar rotuladas y con el mantenimiento preventivo
respectivo.

Los estantes del laboratorio tienen que ser accesibles y
seleccionados en funciobn del tipo de material que se
almacenara. En este sentido, para el almacenamiento de
reactivos quimicos el tamafio y material del estante estara en
relacion de los recipientes que seran almacenados.
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1.2 medidas de seguridad para instrumental y equipos

1.2.1 Vidrio

Cualquier actividad cientifica y tecnolégica implica el uso de
instrumentos; material para la experimentacién y para la
proteccion. En los laboratorios quimicos-biologicos se
encuentra principalmente material de vidrio, debido a que es
inerte, transparente y facil de limpiar. Ademas, su maleabilidad
a altas temperaturas permite que se elaboren de diferentes
formas segun sea la utilidad.

Hay diferentes tipos de vidrio; uno de ellos es el sédico, que
tiene la ventaja de ser econémico y facil de trabajar, pero se
dilata facilmente a altas temperaturas lo que provoca su
ruptura. El instrumental de vidrio sodico es de dos tipos: el
delgado que se utiliza para calentar liquidos, pero presenta la
desventaja que es mas vulnerable a los golpes. El vidrio grueso
se emplea para almacenar liquidos que no seran calentados y
para crear ambientes especiales, ya que es mas resistente a
los golpes y a la presion. Para la fabricacion de recipientes mas
resistentes al calor y a los golpes se utiliza el boro silicato, ya
gue por su menor coeficiente de dilatacion evita su ruptura.
Este tipo de vidrio se le denomina PIREX y se indica en todo el
instrumental construido con este tipo de vidrio.

Para ambos recipientes de vidrio, su uso provoca su deterioro
haciéndolos menos resistentes. Por lo tanto este tipo de

instrumental después de su vida util tiene que ser desechado
105



Francisco José Martinez Pérez

en contenedores especificos. Ademas, cuando se observen
fisuras o rupturas no se tiene que calentar ya que estos se
romperan por el calor.

Para calentar algun material de vidrio se tienen que intercalar
entre la flama y el recipiente difusor del calor para aumentar la
vida media del vidrio. En este sentido, las conexiones de los
mecheros tienen que ser de material flexible para que puedan
ser retiradas facilmente. Puesto que el aspecto del vidrio es
igual frio que caliente. El instrumental del vidrio se tiene que
sujetar con la proteccion pertinente. Por otro lado, para
almacenar soluciones en recipientes se utiliza embudos de
vidrio con el fin de evitar que se derrame y se contamine la
solucion.

1.2.2 Otros materiales.

Gramaje~>. Dentro del instrumental de laboratorio mas
utilizado se encuentran las espatulas y las balanzas analiticas.
La primera permite verter un reactivo para ser pesado en la
balanza. Una vez terminado el proceso de pesado la balanza
tiene que ser limpiada con una brocha para descontaminar el
area y mantener la higiene.

Liquidos=> Se utilizan materiales graduados y aforados, los
cuales pueden ser vidrio o de plastico. Ademas, para la
medicion de volimenes de 1 a 1000 pL se utilizan micro
pipetas, las cuales emplean puntas de plastico con diversas
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capacidades de retencion y expulsion. Todo este tipo de
instrumental no tiene que ser calentado ya que pierde todas
sus propiedades.

Calentamiento> En el calentamiento de algin material se
utilizan mecheros de gas, parrillas eléctricas, estufas y hornos
eléctricos o de micro ondas. Mientras que, para enfriar, se
utilizan baflos con mezclas con compuestos quimicos,
neveras, congeladores o ultra-congeladores lo cuales pueden
generar temperaturas hasta de -80 °C. Si se requieren
temperaturas menores se emplea el nitrégeno liquido, cuya
temperatura es de -195.8 °C; la temperatura se determina con
termdémetros.

1.3 Reactivos del laboratorio.

Dentro de los laboratorios quimicos y bioldgicos, los reactivos
son una de los elementos fundaméntales e imprescindibles
para el éxito de cualquier ensayo biolégico o quimico que se
realice. La calidad y pureza de un reactivo permiten el
desarrollo de metodologias. Las soluciones obtenidas al
mezclar reactivos se utilizan, para citar algunos ejemplos: en
mantener y preservar tejidos u organismos completos; para la
obtencion de cortes histoldgicos para diferenciar distintas
etapas del ciclo de vida de una especie o las diferentes
estructuras que conforman el tejido en estudio. Para el
desarrollo de métodos moleculares, bioquimicos vy fisiologicos
qgue permitirdn diferenciar una especie de otra; para el

desarrollo de cultivos celulares o el preservar células. Por
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definicion un reactivo es una sustancia que interactta con otra
en una reaccién quimica que da lugar a otras sustancias de
propiedades, caracteristicas y conformacién distinta
denominadas productos de reaccion o simplemente productos.

La seguridad en el uso de un reactivo depende directa y
exclusivamente de sus caracteristicas. Por lo tanto, su manejo
estd en funcion de su grado de pureza y su concentracion.
Ademas, su manejo tiene que ser con cuidado para no dafarse
y/o contaminarse con otro reactivo. La extraccion del reactivo
en el envase que lo contiene debe de ser con dispositivos que
den seguridad a la persona y evite los riesgos antes
mencionados. Para reactivos liquidos, estos se colocan en
recipientes de vidrio o plastico para utilizar la cantidad deseada
y como regla general de laboratorio el sobrante de reactivos
liguidos nunca se regresa al envase original. Los reactivos
siempre se tienen que mantener en su envase original para
incrementar su vida Util.

La etiqueta es una parte esencial de los envases que contienen
reactivos ya que provee informacion de: nombre del reactivo,
fabricante, su grado de pureza, el peso molecular, ademas de
las precauciones para su manejo, almacenamiento y medidas
de seguridad en caso de algun accidente. Antes de comenzar
a utilizar algun reactivo es indispensable el conocer las
caracteristicas del mismo y las medidas de seguridad que se
tiene que tener en caso de algun derrame o de que caiga en la
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4
o

=

piel u ojos de la persona u otras que estén en el area de trabajo.
Toda esta informacion se encuentra en la ficha técnica de
cualquier reactivo la cual puede tener dos tipos de cédigos que

se indican en las Fig.1 y 2.
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Figura 1. Etiqueta y cédigo de seguridad de reactivos en colores y
nameros. La imagen del lado izquierdo ejemplifica una etiqueta de
en reactivo de laboratorio, se indican sus caracteristicas en cuadros.
Los cddigos de seguridad en colores y nUmeros se muestran en la
imagen de lado derecho, dentro de cada casilla se coloca el nimero
que corresponde a las caracteristicas del compuesto quimico que

se encuentra en el recipiente.
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Figura 2. Imagenes de codigos internacionales para indicar las
caracteristicas de reactivos quimicos que son almacenados o
transportados en contenedores especificos. Las columnas

indican el significado de cada

simbolo.
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Todos los laboratorios tienen un é&rea especifica para el
almacenamiento y manejo de los reactivos. Lo anterior
contribuye a aumentar la vida de los reactivos ademas de evitar
accidentes. Los reactivos que no son compatibles tienen que
estar separados por material inerte. En el almacén de reactivos
se tiene que tener un control del nimero de envases presentes
en el laboratorio, la fecha de ingreso, su caducidad y la fecha
de término. Ademas, se tiene que tener un riguroso orden en
la distribucién de los reactivos del laboratorio y estos no se
tienen que estar cambiando de lugar. Nunca se transportan
productos quimicos incompatibles y en caso de ser varios se
debera utilizar una canasta la cual no tendra reactivos
incompatibles. Asi mismo los reactivos no tienen que colocarse
en los pasillos en puertas de salida o en areas de paso. En
especial los cilindros que contienen gases los cuales tienen
gue estar en areas y asegurados con aditamentos que no
permitan que el cilindro se caiga y se encuentren ubicados
entre conexiones que los transportaran al area de trabajo.

1.4 Seguridad para manejo de material biologico.

De acuerdo al manual de Bioseguridad en el laboratorio,
emitido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los
laboratorios biologicos se clasifican en funcion de los peligros
relativos que entrafian los microorganismos infecciosos que
pueden estar en una muestra biol6gica. Las designaciones del
nivel de bioseguridad se basan en una combinacion de las
caracteristicas de disefo, construccién, medios de contencion,

equipo, practicas y procedimientos de operacion necesarios
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para trabajar con agentes patdgenos de los distintos grupos de
riesgo. Por lo que los laboratorios se clasifican por grupos de
riesgo del 1 al 4. Siendo estos: laboratorio basico — nivel de
bioseguridad 1; laboratorio basico — nivel de bioseguridad 2;
laboratorio de contencién — nivel de bioseguridad 3, y
laboratorio de contencion maxima — nivel de bioseguridad 4.

El empleo de animales de laboratorio y otros organismos
obtenidos a partir de su habitat, siempre y cuando se tenga el
permiso por la autoridad nacional competente, con fines de
identificacion, experimentales y de diagndstico, impone al
usuario la obligacion moral de adoptar todas las medidas
necesarias para evitar que aquéllos padezcan dolores o
sufrimientos innecesarios. Por lo que hay que proporcionar a
los animales un alojamiento comodo, higiénico y de
dimensiones suficientes, asi como agua y comida de buena
calidad y en cantidad suficiente. Al final del experimento habra
gue sacrificarlos con el procedimiento menos cruel posible.

Las medidas basicas de seguridad en el manejo de material
biol6gico implican una serie de reglas para la seguridad del
individuo, asi como con el entorno de trabajo. Para que se
produzca un accidente por agente biolégico deben concurrir
basicamente cuatro elementos: un huésped susceptible, un
agente infeccioso, una concentracion suficiente de éste, una
ruta de transmision apropiada. De todos ellos, el que mejor se
puede controlar en el laboratorio es la ruta de transmision.
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Las rutas de transmision mas comunes en el laboratorio son la
aérea y la inoculacion directa, muy por encima de todas las
demas, aunque la oral, la percutanea y el contacto directo con
la piel o las mucosas también son posibles. Todos los
derrames, accidentes y exposiciones reales o potenciales a
material infeccioso, asi como mordeduras, arafiazos etc., se
comunicaran al responsable de la practica.

Todo material a utilizar debe encontrarse esterilizado al
momento de utilizarlo, en caso de no contar con este equipo,
el material puede ser esterilizado con etanol antes de realizar
el procedimiento. Cuando sea necesaria la anestesia de
animales de laboratorio se trabajara en ambiente ventilado y
bajo campana. Adicionalmente, en caso de detectar la
presencia de cualquier tipo de roedor o insecto que se
encuentre en el laboratorio se tiene que retirar del laboratorio.
Todo el material punzante debe desecharse en recipientes
especiales para ello. Al finalizar la manipulacién, el material
gue pueda ser infeccioso o de animales, se realizara una
estricta limpieza de las manos, junto con el correcto manejo de
estos en los lugares asignados para su depdsito.

1.5 Medidas de seguridad del personal en el laboratorio.
Aun cuando se tengan las mejores instalaciones para el
desarrollo de investigaciones cientificas o tecnologias, estas
son inservibles si el personal no esta capacitado en las
medidas de seguridad individual y colectiva.
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1.5.1 Seguridad Individual

Comprende a todas las medidas minimas de seguridad que
debe conocer y ejecutar un individuo que se encuentre
trabajando en laboratorio. En este sentido siempre se tiene que
garantizar su seguridad con el minimo equipo adecuado,
siendo la bata de laboratorio (de preferencia de manga larga)
el minimo equipamiento necesario en cualquier nivel de
seguridad. No es recomendable el uso de ropa que exponga
la piel del individuo cuando se esté realizando actividades en
el laboratorio. A saber: faldas o minifaldas medias de fibras
sintéticas pantalonetas o pantalones cortos. El calzado no tiene
gue ser abierto y en caso de que se utilice bata de manga corta
se recomienda el uso de ropa que proteja los brazos. En ciertos
laboratorios el uso de gafas de proteccién es obligatorio.

1.5.2 Seguridad colectiva

La seguridad colectiva se incrementa cuando los individuos
saben como actuar ante hechos inesperados generadas por
situaciones naturales, laborales o de otra indole. Individuos
bien capacitados tienen el conocimiento de como participar de
manera conjunta para el desalojo del laboratorio, asi como del
edificio en donde se encuentren. Las reglas de seguridad en
los laboratorios comprenden la serenidad, seriedad Yy
concentracion de la(s) persona(s) que se encuentren
trabajando en el laboratorio, limpieza y asepsia del area,
manejo del material necesario, asi, como el conocimiento de
los protocolos de seguridad, prevencién y manejo.
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ANEXO 2
MICROSCOPIA

1. Introduccion.

La célula es la unidad fundamental de la vida. En nuestro
planeta se ha determinado que las células pueden ser
individuales, mientras que en otros casos se encuentran
asociadas entre ellas por medio de uniones moleculares. Por
esta caracteristica una clasificacibon que se utiliza para
identificar a un organismo, se da en funcién del nimero de
células que lo componen, organismos unicelulares compuestos
por una sola célula como son las bacterias, algunos hongos o
muchos organismos eucariontes que componen al plancton o
que habitan en suelos. En tanto que los organismos
pluricelulares son seres vivos conformados por dos 0 mas
células, dentro de este grupo estan las plantas, los animales u
hongos. No obstante, independientemente del numero y
composicion de las células que forman a los seres vivos, el
microscopio ha permitido comprender muchos elementos,
procesos celulares y eventos fisioldgicos que son imposibles de
observar a simple vista.

El crédito de la invencion del microscopio 6ptico de dos lentes
ha sido de mucha controversia, pero en general se le ha
otorgado a Zaccharias Janssen (1587-1638) y a su hijo Hans
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Janssen (1534-1592). Los microscopios producidos por ellos
eran constituidos por un tubo el cual tenia en cada extremo una
lente. Sin embargo, a diferencia de los microscopios
desarrollados por Janssen, Anton van Leeuwenhoek construye
su propio microscopio con el cual logra obtener una
amplificacién de 40 hasta 160 veces de la muestra (Karamanou
et al, 2010).

Con su microscopio Leeuwenhoek describe por primera vez
células de bacterias y otros microorganismos a los cuales les
denomind “Animaculos”. Ademas, estudié muchos tejidos como
el higado, cerebro, tejido graso y musculo. También describié
las células presentes en varios fluidos biolégicos como fueron
la sangre, semen, orina, sudor y lagrimas. En la sangre describe
por primera vez los globulos rojos, y a los espermatozoides en
el semen (Karamanou et al, 2010). Actualmente se conocen
otros tipos de microscopios 6pticos o electrénicos, cada uno
con caracteristicas diferentes que permiten observar con mas
detalle ciertas estructuras.

1.1 Microscopios Opticos

Microscopio de contraste de fases: Con él es posible ver
células pequenfias, ya que tiene un indice de refraccion diferente
a su alrededor y esto es lo que se utiliza para crear una imagen
de mayor contraste, comparado con la que se obtiene de un
microscopio normal. Ademas, la imagen aparece clara sobre un
fondo oscuro, ya que la imagen depende de las diferencias en
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el indice de refraccion de la muestra y del medio circundante, si
la muestra se sumerge en un medio con igual indice de
refraccion, la imagen desaparece.

Microscopio de campo oscuro: Su sistema de condensador
fue modificado para dirigir la luz a la muestra desde los lados,
para que solo la luz difractada por la muestra pasa al ocular y
se hace visible sobre un fondo oscuro, para que esto ocurra se
requiere en primer lugar que la apertura numérica del
condensador sea mayor que la apertura numérica del objetivo.
Se emplea para ver células vivas, las cuales no se han aplicado
sustancias fijadoras ni colorantes, algunos ejemplos pueden ser
protozoarios, bacterias, células descamadas, entre otros.

Microscopio de fluorescencia: Se utiliza para observar
muestras que tiene fluorescencia en su interior ya sea
naturalmente o porque han sido tratadas con colorantes
fluorescentes. La fluorescencia es la propiedad que tienen
muchas sustancias quimicas de emitir luz de un color después
de excitarlas con luz de otro color. En el microscopio de
fluorescencia la luz de excitacion es eliminada con un filtro
colocado entre el objetivo y el ocular, de modo que soélo se ve
la luz emitida.

1.2 Microscopios Electronicos

Microscopio electréonico: Se utilizan electrones en vez de

rayos de luz, lo lentes funcionan como electroimanes y todo es
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al vacio. Algunos de los electrones que pasan por la muestra
son difractados creando una imagen que se observa en una
pantalla sensible a estos. La resolucion obtenida con el
microscopio electrénico es mucho mayor que la conseguida con
el microscopio 6ptico. Con el microscopio electronico pueden
verse facilmente objetos de 1 nm (10° m), incluso es posible
observar sustancias de tamafio molecular.

Microscopio electrénico de barrido: La muestra estudiada se
recubre con un metal pesado (oro); hacia la muestra se dirige
un rayo de electrones que la va recorriendo y explorando, lo
electrones dispersados por el metal activan la pantalla en la que
se forma la imagen. Con este microscopio pueden observarse
muestras muy grandes, debido a que el aumento oscila entre
uno tan bajo como x15 y uno tan alto como x100,000, pero solo
puede observarse la superficie de un objeto.

Si bien cada tipo de microscopio proyecta una imagen de
acuerdo a su funcion; la parte mas importante de este son los
objetivos, ya que estos sistemas de lentes establecen la calidad
de la imagen en cuanto a su nitidez y la capacidad que tiene
para captar los detalles de la misma; de igual manera, existen
otros factores que contribuyen en la formacién de la imagen,
siendo uno de estos el indice de refraccion.

Se denomina indice de refraccién a la relacién entre la
velocidad de la luz en el aire y su velocidad en el medio
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transparente utilizado. La velocidad de la luz es de 300.000
Km/sg en el aire. Al atravesar un medio transparente como el
vidrio, su velocidad se reduce a 200.000 km/sg. Por lo tanto, el
vidrio tendr& un indice de refraccién de 1.5 (Montalvo, 2010). El
indice de refraccion se expresa mediante la formula:

Velocidad de la luz en el aire

" Velocidad de la luz en el medio

Ademas, para observar las muestras con mayor detalle es
necesario aumentar el objetivo con el que se esta observando,
al hacerlo la distancia entre el objetivo y la muestra va
disminuyendo y los rayos de luz que atraviesan la muestra se
difractan, por lo que hizo necesaria la implementacion de un
medio diferente al aire, cuyo indice de refraccién se asemejara
al indice de refraccién del vidrio del porta objetos, de ahi que se
utilice el aceite de inmersion, ya que elimina completamente la
desviacion de los rayos de luz y aumenta considerablemente la
eficacia de los objetivos de los microscopios.

La microscopia continuara avanzando con la Unica finalidad de
continuar mejorando las imagenes, y con esto seria mas facil y
rapida la clasificacion taxondmica de las especies, también
facilitaria el estudio morfolégico y ultraestructural de células y
tejidos.
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Figura 3. Fotografia del Microscopio Optico que se utiliza en el
Laboratorio de Biologia Celular.

Uso del microscopio en el laboratorio.

El usuario se debe de dirigir al estante en donde se almacenan
los microscopios. En él, reconocera un sistema de ventilacion
para evitar la formacién de microorganismos en los lentes del
microscopio.

Para tomar el microscopio 6ptico como se muestra en la figura
3 introduzca los dedos de una de sus manos en la ranura

trasera de la parte superior del brazo y la otra mano coléquela
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en la parte inferior de la base y llévelo a su lugar de trabajo.
Antes de conectar el enchufe a la toma de energia eléctrica
verifique que el cable de luz esté bien conectado al
microscopio. Después de encenderlo, realice los siguientes
pasos mencionados a continuacion:

1. Regular la luz que ha de llegar a la lampara.

2. Poner la laminilla sobre la platina ajustandola con la
pinza.

3. Colocar el objetivo de 4X.

4. Verificar y/o colocar el condensador en la posicion
adecuada para la observacion.

5. Observe en los oculares y comience a acortar la
distancia pertinentemente con el macrométrico hasta
gue se observe la muestra e inmediatamente de nitidez
con el micrométrico.

6. Una vez que observe la muestra tome una fotografia
colocando la cAmara en el ocular y realice por lo menos
3 observaciones con diferentes aperturas del diafragma
e intensidades de luz.

7. Cambiar al objetivo de 10X girando el revélver y
graduando la nitidez con el micrométrico, repetir el paso
6.

8. Se cambia al objetivo de 40X y se repiten el paso 6.

9. Se cambia al objetivo de 100X girando el revélver, se
debe poner una gota de aceite de inmersién y se repite
el paso 6.
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Para determinar el aumento de cada imagen se multiplica el
aumento del objetivo con el del ocular (Figura 4).

Figura 4. Angulo de inclinacion de los objetivos.
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ANEXO 3

LISIS CELULAR

1.1 Lisis Celular

La lisis celular es considerada como el rompimiento de la célula
por medios mecanicos, quimicos o la combinacién de ambos,
en donde la seleccion del procedimiento para la lisis celular
estard en funcion de las propiedades del tejido o células de
estudio y el objetivo e hipétesis que se desee demostrar con un
proceso celular determinado.

Los métodos mecénicos de lisis celular se sustentan en la
aplicacion de agentes que cortan o ejercen fuerzas que
deforman la membrana o pared celular hasta causar su
rompimiento, siendo los principales: presibn mecanica,
temperatura, ondas acusticas, microondas, y velocidad; en los
métodos de lisis celular quimica se emplean sustancias
guimicas o0 enzimas que reaccionan con los componentes de la
membrana o pared celular, lo cual generara el rompimiento de
la célula. Finalmente, muchos protocolos de lisis celular
emplean ambos principios para hacer mas eficiente la
obtencién de organulos o metabolitos celulares.

1.2 Métodos mecanicos de lisis celular
1.2.1 Lisis celular por presién mecénica.
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Para este tipo de lisis el elemento de laboratorio mas utilizado
es el mortero, el cual es un recipiente de ceramica de forma
hueca y un pistilo o también llamado mango o mano. Su
funcionamiento aparentemente es muy simple, ya que
Unicamente se pone la muestra que se desee lisar y
posteriormente con el pistilo se comienza a golpear y triturar la
muestra al aplicar presion.

Este tipo de lisis celular es uno de los procedimientos que mas
se utilizan en la Biologia, ya que dependiendo de la presién y
energia mecanica que se aplique a la muestra, se obtendra un
tipo de organulo especifico. Por ejemplo, se ha determinado
que en células animales el nucleo es el organulo més grande
con respecto a los demas organulos, por lo tanto, al aplicar
mucha presioén en la lisis celular, no solo se lisaran las células,
sino que también se incrementara la probabilidad de que el
ndcleo se rompa. Este efecto es perjudicial para protocolos que
involucren en uso del nacleo celular, por el contario, si el objeto
de estudio fuese la purificacion de organulos pequefios, como
las mitocondrias o cloroplastos, la lisis del nucleo ayudard a
tener un mejor resultado.

La lisis mecanica con mortero puede ser de dos formas en una
se masera el tejido o células directamente y la otra se adiciona
alguna soluciébn cuya composicion estara en funcién del
organulo o biomoléculas que se desee purificar. Para este
proceso muchos métodos incluyen un amortiguador como es el
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amortiguador fisiologico denominado fosfatos y otros
componentes que permiten mantener la estructura del organulo
y/o actividad del metabolito que se desea purificar.

Puesto que la lisis celular por medio del mortero esta en funcion
de la presion que se aplica a las células o tejidos, para los que
presentan pared celular o tejidos cuyas uniones celulares los
hacen muy resistentes al dafio mecanico, la lisis celular se
efectlia colocando compuestos que facilitan la cristalizacién de
las células o tejidos, siendo el nitrégeno liquido y el hielo seco
los compuestos mas utilizados para este fin. Algunos protocolos
de lisis celular, ademas de los elementos antes mencionados,
adicionan también perlas de vidrio de diferentes diametros o
tierra de diatomeas con el fin de llevar a lisis toda la pared y
membranas de las células o tejidos de estudio.

Actualmente ademas del mortero, la lisis por métodos
mecanicos se realiza también por medio de equipos eléctricos
los cuales hacen girar un embolo que puede generar una
presion sobre las células o tejidos. Por lo general el equipo que
hace girar el émbolo permite intercambiar diferentes tamafios
de émbolos y pueden utilizarse cuchillas las cuales generan de
igual forma la lisis celular, para ambos casos los tejidos se
encuentran en una solucibn con solventes organicos y/o
detergentes.

Existen ademas otras dos opciones para la ruptura mecénica

de las células la primera es la fragmentacién por accion del
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choque de esferas de vidrio con las células o el tejido. En este
caso, las células o el tejido se introducen en un aparato que
generara un movimiento vibratorio lo que genera el choque de
las perlas con las células, lo que hace que se rompa la
membrana o pared celular, en este tipo de lisis celular el tamafio
de las esferas de vidrio varia dependiendo del tipo de célula.
Por ejemplo, para bacterias y esporas se utilizan esferas de 0.1
mm en tanto que para levaduras, micelio, microalgas, células
animales o células tratadas con la enzima tripsina se utilizan
esferas de 0.5 mm. Para tejidos como cerebro, musculo, piel u
hojas, las esferas son de 1-2.5 mm.

Otro tipo de lisis celular es la sonicacion, la cual se sustenta en
la generacion de ondas acusticas generalmente ultrasénicas
gue rompen las membranas y la pared celular por medio de un
fendmeno llamado cavitacion. En este tipo de lisis celular
cuando las células o tejidos estan inmersas en un medio liquido
al cual se le introduce un elemento que produce ondas
ultrasénicas estas generaran burbujas microscépicas, las
cuales al expandirse y colapsarse con las células transmitird su
energia produciendo asi la lisis celular.

1.2.2 Lisis celular por temperatura

Este tipo de lisis celular es muy utilizado en microbiologia o para
organismos unicelulares eucariontes. Dentro de este tipo de
procesos se encuentra la congelacion, la ebullicion o la mezcla
de ambos. Estos dos ultimos procedimientos son muy sencillos,
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ya que se fundamentan en calentar las células o tejidos a altas
temperaturas por un tiempo determinado hasta generar la lisis
celular. En otros casos el incremento de la temperatura es por
tiempos cortos y de forma inmediata se coloca la muestra a
temperaturas que permitan la congelacion. El proceso se repite
varias veces con el fin de romper la membrana y/o pared
celular.

1.3 Lisis celular por métodos quimicos y enziméticos

La lisis celular por métodos quimicos se da por el uso de
agentes quelantes como el EDTA, que atrapan cationes
haciendo que la membrana celular se debilite, agentes
caotropicos que favorecen la disolucion de proteinas de la
pared celular ocasionando su ruptura. Ademas, el uso de
enzimas como la lisozima, que permeabiliza de forma selectiva
la membrana, también es uno de los métodos utilizados para la
lisis celular. Para este procedimiento es indispensable que los
reactivos que generaran la lisis sean disueltos en un medio
liquido que favorezca la reaccion del reactivo con los
componentes celulares o que mantenga la integridad de los
organulos, es por ello que los reactivos pueden disolverse
generalmente en agua o amortiguadores como es el
amortiguador fosfato.
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ANEXO 4

LINEAMIENTOS PARA LA ENTREGA DE INFORMES DEL
LABORATORIO DE BIOLOGIA CELULAR

Un informe de laboratorio, es por definicién, el Unico medio de
comunicar a la comunidad cientifica (y a su profesor) el
resultado de su trabajo experimental. El informe debe de
contener todas las informaciones necesarias para que cualquier
persona pueda repetir sus experimentos. Por lo tanto, sus
informes deben de reflejar esta intencidn. Es evidente entonces,
gue cualesquiera que sean los resultados finales el informe
debe de estar redactado en términos claros y de manera legible.
El informe debe de estar constituido de:

i. Introduccioén.

En ella se presenta brevemente el problema de estudio, a
menudo en relacion con los datos ya existentes en la literatura.
En caso de que las practicas propuestas ya contengan una
introduccion teorica importante (guias de laboratorio), usted
puede referirse a ellas sin mas. Sin embargo, los elementos
esenciales deben de ser mencionados.
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ii. Materiales y métodos.

En un informe normalmente destinado a una publicacion, es tal
vez el capitulo mas importante, ya que es el inico medio dado
a los demés para repetir y confirmar (o invalidar) sus resultados.
Este capitulo corresponde a la estructura clara de las notas
practicas tomadas durante la realizacion de la experiencia. La
descripcion de las experiencias y su protocolo debe de ser
breve pero clara.

ii. Resultados.

Se presentan en ellos los resultados obtenidos. Todos los
medios son buenos: tablas de cifras, gréaficos, histogramas,
fotos, etc., y textos si es necesario. Un cuidado particular debe
tenerse sobre la mencion de las unidades utilizadas (que se
sepa de qué se habla). Un resultado experimental correcto,
pero mal presentado o descrito, equivale para una persona que
no haya hecho el experimento con usted, a un resultado artificial
(dicho coloquialmente, "sacado de la manga") y sera tratado
como tal (tanto para el editor de la revista como para su
profesor). Los resultados deben de estar acompafados de un
comentario ilustrativo de su propio significado y sus relaciones
con otros resultados.
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iv. Discusion y Conclusiones.

Es alli donde se evalla la significacién de los resultados con
relacion a las hipotesis formuladas en la introduccién o en
relacién con el problema del experimento. Igualmente, donde
se propone la explicacion de los fenémenos observados.
Finalmente, donde se comparan los resultados obtenidos con
los publicados en la literatura sobre un problema similar.
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