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_
SEMANA 1: Guia de prdctica N° 1
BIOSEGURIDAD Y RECONOCIMIENTO DE MATERIAL DE LABORATORIO
SECCION 1, DOCENTE. e
Fecha [PTTRY SNy SO Duracién: 4 horas

Instrucciones: Dar lectura de manera grupal la presente guia y discutir sobre el tema. Tome debida notay
establecer conclusiones.

I BIOSEGURIDAD

1. Objetivos

- Reconocer las terminologias usadas frecuentemente en las guias de Bioseguridad de
los laboratorios.

- Establecer el tipo de laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la Facultad en
relacién al nivel de riesgo.

- Considerar las medidas de Bioseguridad en laboratorios de Biotecnologia en donde
se manipula ADN.

- Identfificar las principales senales de Bioseguridad.

2. Fundamento Teérico

La preocupacioén por eliminar los riesgos y proteger al personal docente, administrativo y
estudiantes, ha llevado que las condiciones de trabajo recaen sobre todos y cada uno
de los usuarios de los laboratorios. La bioseguridad es una doctrina de comportamiento
encaminada a lograr actitudes y conductas que disminuyen el riesgo del personal en
cuando a su salud, de adquirir infecciones o contaminacidén en el laboratorio. El
conocimiento y la aplicaciéon adecuada de estas normas como la utilizaciéon de mandil
o guardapolvo, guantes, mascarillas, entre otros; asi como la importancia de estas normas
antes, durante y después de cada prdctica es un deber de cada estudiante en el
ambiente de laboratorio en donde se estd desenvolviendo. Estas normas son la base de
un buen control de calidad del producto o experimento que se esté llevando a cabo.
Conocer las diferentes soluciones como el hipoclorito de sodio, fenol al 5% o solucién
sulfocrémica, que se utilizan para mantener limpio y desinfectado nuestra mesa de
trabajo y materiales, asicomo su preparacién en las condiciones que se necesitan, deben
realizarse en forma rutinaria por cada estudiante.

I. TERMINOLOGIAS BASICAS EN BIOSEGURIDAD

1. Acto inseguro
Es todo incumplimiento de normas y/o procedimientos establecidos que realizan
los frabajadores y estudiantes y que frae como consecuencia mayor probabilidad
de lesiones en las personas y contaminacién al medio ambiente.

2. Agente infeccioso
Priones, viroides, virus, bacterias, hongos, rikettsias, protozoarios o helmintos
capaces de producir infeccién.
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Agente de riesgo
Elementos bioldgicos, fisicos, quimicos y mecdnicos capaces de causar danos o
enfermedad en el personal que tiene contacto con ellos.
Antisépticos
Son agentes que inhiben el crecimiento y desarrollo de los organismos pero no
necesariamente los mata el mismo que puede ser usado sobre la piel y los tejidos
vivos a diferencia de los desinfectantes que se utilizan sobre objetos inanimados.
Aungue algunos antisépticos especificos pueden ser utilizados para ambos fines
(alcohol 70-90%), su efectividad no es necesariamente la misma en cada caso: Un
buen antiséptico puede no ser eficaz como desinfectante y viceversa.
Antisepsia
Es el mecanismo o proceso de aplicacién del antiséptico y que difiere de la
desinfecciéon y esterilizaciéon, puesto que no destruye a todos los gérmenes
patdgenos ubicados sobre la superficie de los seres animados.
Inoculacion
Mecanismo por el cual una persona se infecta con un germen que estd situado
en alguna parte de su cuerpo como consecuencia de una incorrecta
manipulacion.
Bioseguridad
Se refiere al conjunto de actitudes y procedimientos orientados a impartir la
contaminacion por agentes bioldgicos, fisicos o quimicos, tomando en cuenta las
medidas preventivas destinadas a proteger la salud y la seguridad del personal
que frabaja en el laboratorio.
Carcinégeno
Sustancia o agentes capaces de causar cAncer por ejemplo el bromuro de etidio
para la visualizacion de la ampliacion de ADN o el uso excesivo de xilol.
Comburente
Material que ayuda a la combustion, también se puede llamar oxidante.
Condicion insegura
Es toda situacion fisica que crea un riesgo y que en determinadas circunstancias
puede ocasionar lesiones a los trabajadores, dano a la propiedad o al medio
ambiente.
Contaminacion
Es la presencia de un agente infeccioso en la superficie del cuerpo, vestidos,
instfrumentos, vendajes quirdrgicos u otros articulos inanimados o sustancias
incluyendo el aguay los alimentos.
Contencioén
Describe métodos seguros para el manejo de muestras de agentes infecciosos en
el laboratorio. En él intervienen las técnicas de procesamiento de dichas muestras
con equipos de seguridad disenados para la proteccion del personal y el diseho
de la infraestructura.
a. Contencién primaria
Es la proteccién del personal y del ambiente inmediato contra la
exposicidn a agentes infecciosos.
Es provista por una buena técnica microbioldgica y el uso apropiado del
equipo de seguridad la aplicacion de vacunas aumenta el nivel de
proteccidén personal.
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b. Contencién secundaria
Es la proteccion del ambiente externo contra la exposicion de material
infeccioso. Se logra por una combinacién de las caracteristicas de la
edificacién y prdcticas operacionales.
Descontaminacién
Es la disminucidon de la carga microbiana de objetos contaminados.
Desechos contaminados
Son desperdicios potencialmente infecciosos contaminados con sangre, pus,
orina, heces y ofros fluidos corporales.
Desechos no contaminados
Son desperdicios que no presentan riesgo de infecciones para las personas que
los manipulen.
Desinfeccién
Es un proceso fisico o quimico que compromete medidas intermedias entre
limpieza y esterilizacion. Logra matar a los microorganismos, pero no esporas.
Se efectia mediante el uso de agentes quimicos en estado liquido o la
pasteurizacién a 75°C.
Desinfectante
Sustancia o mezcla de sustancias quimicas utilizadas para matar microorganismos,
pero no necesariamente esporas. Los desinfectantes suelen aplicarse a superficies
U objetos inanimados.
Enfermedad infecciosa
Se define como la proliferacidn de microorganismos dentro de los tejidos
produciendo dano y dando lugar a una variedad de manifestaciones clinicas.
Enfermedad fransmisible
Aquella causada por un agente infeccioso capaz de transmitirse de una persona
o animal infectado o de un reservorio a un hospedador susceptible.
Esterilizacion
Es un proceso que tiene por objeto la destruccion de toda la forma de vida,
incluyendo esporas de microorganismos. Se realiza preferentemente por medio
del vapor saturado a presidn (autoclave), por calor seco (horno), incineracién
(mechero de gas), y, en algunos casos, mediante el uso de agentes quimicos
determinados en forma de liquido o de gas. En los laboratorios de biologia
molecular se aplica la radiacién por luz ultravioleta.
Individuo infectado
Persona que alberga un agentfe infeccioso y que puede o no presentar
manifestaciones clinicas de la enfermedad.
Grupo de riesgo
Conjunto de microorganismos (virus, bacterias, hongos o protozoarios) capaces
de causar algun tipo de alteracion en otros seres vivos: segin sea nulo, escaso o
elevado potencial patogénico. De acuerdo al microorganismo que cultiva vy
manipula en los laboratorios, asi como los mecanismos de transmisidn y virulencia,
pueden ser:
a. Grupo deriesgo N° 1
Un microorganismo que es improbable de causar enfermedad humana o
animal de importancia veterinaria, por lo que el riesgo individual y
poblacién es escaso o nulo.
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Bacillus subtillis
Bacillus cereus
Acantamoeba sp.
Naegleria sp.

Grupo de riesgo N° 2
Riesgo individual moderado, riesgo bajo en la comunidad. La exposicion
del agente patdgeno tiene poca probabilidad de riesgo grave para el
personal de laboratorio y la poblacién, el ganado o el medio ambiente.
Existe medidas preventivas y terapéuticas eficaces y el riesgo de
propagacion es ilimitada.

Entamoeba histolytica
Aeromonas sp.
Escherichia coli
Bordetella sp.
Leishmania sp.
Bartonella baciliformis
Pseudomonas sp.
Clostridium sp.
Staphylococcus sp.
Corynebacterium sp.
Neisseria sp.

Listeria monocytogenes
Salmonella sp.
Mycoplasma sp.
Shigella sp.
Treponema pallidum
Streptococcus sp.
Vibrio cholerae
Campylobacter spp.
Haemophilus spp.
Leptospira spp.
Blascomyces dematitidis

Grupo de Riesgo N° 3
Riesgo individual alto, riesgo bajo la comunidad. El agente suele provocar
enfermedad humana o animal grave; pero que de ordinario no se

propagan de un

terapéuticas eficaces.

Brucella spp.
Histoplasma capsulatum

Mycobacterium tuberculosis
Paracoccidioides brasilenses

Mycobacterium bovis
Taenia sollium
Yersenia pestis

Virus hepatitis B

Gestion Curricular

individuo a ofro. Existe medidas preventivas vy
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d. Grupo de Riesgo N° 4

Alto riesgo individual como comunitario. El agente patdgeno que suelen
provocar enfermedades graves en el ser humano o animales y se
transmiten facilmente de un individuo a oftro, directa o indirectamente.
Normalmente no existe medidas preventivas y terapeuticas eficaces.

* Virus Dengue

«  Virus Ebola

*  Virus VIH

*  Virus Marbug

* Virus Influenza del fipo A

* Virus Machupo

+ Bacillus anthraxis

*  Virus Viruela

Individuo inmune

Persona que posee anticuerpos protectores especificos o inmunidad celular como
consecuencia de una infeccién inmunizacién anterior.

Individuo susceptible

Es cualquier persona cuya historia clinica y sintomatologia indican que
probablemente padece o estd desarrollando alguna enfermedad transmisible.
Infeccién

Entfrada de microorganismos dentro de los tejidos, sin producir necesariamente
sinfomatologia o enfermedad.

Inmunidad

Es el estado de resistencia debido a la presencia de anticuerpos o células que
poseen accién especifica sobre microorganismos que producen enfermedad
infecciosa.

Limpieza

Proceso fisico por el cual se elimina de los objetos en uso, las materias orgdnicas y
otros elementos sucios, mediante el lavado con agua con o sin detergente: El
propdsito de la limpieza no es destruir o matar los microorganismos que
contaminan los objetos, sino eliminarlos por arrastre.

Sustancias quimicas de alto riesgo

Sustancias con caracteristicas y reacciones especiales.

Sustancias toxicas

Son agentes quimicos que al ser expuesto al organismo por via oral o por
inhalacién o entrar en contacto con la piel, producen dano al ser humano por
accién de mecanismos fisicos o quimicos (fisioldgicos o enzimdticos), o por una
combinacién de ambos.

Sustancias irritantes

Son agentes quimicos que provocan alteracion primaria sobre la piel, mucosas y
0j0s.

Sustancias corrosivas

Son agentes quimicos que causan destruccidén visible o alteraciones irreversibles
en el lugar de contacto con los tejidos.

Sustancias Alergizantes

Son agentes quimicos que, por contacto, inhalacion o ingestién, provocan una
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reaccioén sensibilizante de tipo alérgico en un nimero significativo de personas.
Sustancias inflamables

Son sustancias quimicas que producen gases o vapores y que, a una temperatura
dada, alcanzan una concentracidén en aire que les permite inflamarse sobre el
envase o recipiente.

Sustancias explosivas

Son sustancias que por una accidon quimica exotérmica producen gases o vapores
que involucren un rdpido aumento de volumen vy liberacién de energia.

Como consecuencia se producen ondas expansivas de sonido y calor. Estas
reacciones se desencadenan por percusion, inflamacién o chispa.

Sustancias Mutagénicas y Carcinogénicas

Son sustancias que pueden producir cambios a nivel de la informacidn genética
celular que resultan en mutaciones (dano al feto en personal gestante) o cdncer.
Sustancias teratégenas

Sustancia que provocan alteracion durante el desarrollo fetal o causa defectos
de nacimiento.

TIPOS DE LABORATORIOS CON RELACION AL NIVEL DE RIESGO

Nivel de Bioseguridad 1:

Laboratorio bdsico que permite el trabajo con agentes de bajo riesgo y no que
estd separado del edificio, el trabajo se realiza en mesas de laboratorio. Son
ejemplos de los laboratorios que se encuentran en los centros de salud, hospitales
de nivel local, laboratorios de diagndstico, universidades y centros de ensefanza.
Nivel de Bioseguridad 2: Laboratorio bdsico que cuenta con cdmaras de
bioseguridad y otros dispositivos apropiados de proteccidén personal o de
contencioén fisica. Cuenta con dreas de transito limitado, se puede trabajar con
agentes deriesgo de clase Il y lll. Es utilizado en Hospitales regionales y laboratorios
de Salud publica.

Nivel de Bioseguridad 3: Laboratorio que cuenta con dreas de acceso restringido
y barreras de contencién para proteger al operador. Estd destinado para trabajar
con agentes de clase lll. Son laboratorios de diagndstico especializado.

Nivel de Bioseguridad 4: Laboratorio de contencion mdxima que cuenta con
recintos separados o aislados, con sistemas de apoyo exclusivo, en cuyo diseno se
incluyen barreras de contencidn que dan proteccién mdxima al personal y/o
comunidad. Sirve para trabajar con agentes de clase IV. Como los que cuenta los
laboratorios del Instituto Nacional de Salud.

NORMAS GENERALES DE BIOSEGURIDAD

El acceso al laboratorio estard limitado solo al personal autorizado.

El personal que frabaje en el laboratorio debe cumplir a cabalidad las normas de
bioseguridad.

Toda drea debe estar marcada con la respectiva seial de riesgo bioldgico y su
nivel de contencion.

Al ingresar al laboratorio se debe fener en cuenta el debido porte del
guardapolvo abotonado y limpio. Asimismo, una vez que ingrese se debe colocar
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los abrigos, libros y demds objetos, en sitios adecuados para evitar un posible
accidente y nunca sobre los bancos o mesa de trabagjo. Los laboratorios cuentan
con casilleros para los estudiantes

 Las puertas y ventanas deben permanecer cerradas durante la sesion de
laboratorio para evitar la contaminacién por corrientes de aire. La extraccion de
ADN en el laboratorio de biologia molecular se debe realizar obligatoriamente en
la cdmara de flujo laminar.

« Alinicioy término de una prdctica se debe limpiar la superficie de trabajo con una
solucién desinfectante de preferencia fenol al 5% o cresol 3% dejdndolo actuar
durante 30 minutos.

» Ellaboratorio debe permanecer limpio y ordenado, durante el trabajo o el término
del mismo.

« Lavese las manos con jabdn carbdnico a la hora de entrar y al término década
sesion de trabajo, secdndolos con toallas de papel.

» Elpersonal con cabello largo debe recogerlo para trabajar dentro del laboratorio.

« Asi como usar todos los implementos necesarios para la proteccién segin el nivel
de riesgo bioldgico.

« Evitar que las mangas, puios, pulseras, etc. estén cerca de las llamas cuando se
usa el mechero.

« Durante la prdctica no se deben guardar ni consumir alimentos y bebidas dentro
del laboratorio. Evitar aplicarse cosméticos.

+ Se debe colocar un calzado adecuado para las précticas en el laboratorio, asi
como mantener las unas cortas, limpias y sin esmalte. En el laboratorio de biologia
molecular es necesario el uso de botines, mascarillas, guantes y gorras.

* Hable en tono bajo y evite al mdximo el movimiento dentro del laboratorio.

+  Emplee los equipos segun las instrucciones o los procedimientos operativos
estandarizados, aligual que emplee los protocolos correspondientes a la prdctica.

« El tfransporte de materiales o de muestras entre los laboratorios se realizard de
manera tal que en caso de caidas no se produzca salpicadura.

+ Todo personal debe poner especial cuidado en evitar el contacto con materiales
potencialmente infecciosos sin la debida proteccion.

e« Para la toma de muestra de sangre se deberd utilizar jeringas y agujas
descartables. Asimismo, no pipetear con la boca soluciones potencialmente
daninas o contaminadas con agentes infecciosos. Los materiales de vidrios ya
usados deben ser expuestas en solucién sulfocrémica.

+ Losderramesy accidentes deben serinformados inmediatamente al supervisor de
laboratorio.

« Se usardn mdscaras faciales si existe el riesgo de salpicaduras o aerosoles.

«  Apagar los instrumentos eléctricos antes de manipular las conexiones.

Bioseguridad y tecnologia del ADN recombinante

La tecnologia del ADN recombinante entrana la combinacidén de informacién
genética procedente de distintas fuentes para crear organismos genéticamente
modificados (OGM) que pueden no haber existido antes en la naturaleza. En un
principio, los especialistas en biologia molecular expresaron cierta preocupacién por
la posibiidad de que esos organismos fuvieran propiedades impredecibles vy

uvcontinental.edu.pe | 10



Gestion Curricular

perjudiciales y pudieran representar un riesgo bioldgico en caso de que salieran de
los laboratorios. Esa preocupacion fue el objeto de una conferencia cientifica
celebrada en Asilomar (California, EE.UU.) en 1975, en la que se debatieron cuestiones
de seguridad vy se propusieron las primeras directrices en materia de tecnologia del
ADN recombinante. La experiencia obtenida a 10 largo de los mds de 25 anos de
investigacion que siguieron ha demostrado que la ingenieria genética puede
desarrollarse en condiciones de seguridad cuando se redlizan las debidas
evaluaciones de riesgos y se adoptan las medidas de seguridad apropiadas.
La tecnologia del ADN recombinante, también conocida como ingenieria genética,
se Uutilizd por primera vez para donar fragmentos de ADN en hospedadores
bacterianos a fin de sobre expresar productos génicos concretos destinados all
estudio. Las moléculas de ADN recombinante también se han utilizado para crear
organismos genéticamente modificados, como animales transgénicos o con genes
inactivados (knock-out), asi como plantas transgénicas.
Esta tecnologia ya ha tenido un enorme impacto en la biologia y la medicina, y
probablemente tenga una influencia aiun mayor en el futuro, ahora que se ha
determinado la secuencia completa de nucledtidos del genoma humano. Gracias
a la ingenieria genética podrdn estudiarse decenas de miles de genes cuya funcion
aun se desconoce. La terapia génica puede llegar a convertirse en el tratamiento
habitual de ciertas enfermedades, y probablemente se obtengan nuevos vectores
para la transferencia de genes mediante técnicas de ingenieria genética. Ademds,
las plantas fransgénicas producidas mediante esta tecnologia pueden desempenar
un papel cada vez mds importante en la agricultura moderna.
Los experimentos que supongan la creacion o el uso de OGM deben redlizarse
después de efectuar una evaluacion del riesgo bioldgico. Las propiedades
patdégenas y cualquier peligro potencial asociado a esos organismos pueden ser
nuevos y no estar bien caracterizados. Hay que evaluar las propiedades del
organismo donante, la naturaleza de las secuencias de ADN que van a transferirse,
las propiedades del organismo receptor y las propiedades del entorno. Esos factores
ayudardn a determinar el nivel de bioseguridad que se necesita para manipular sin
riesgo el OGM resultante e identificar los sistemas de contencién biolégica vy fisica
que habrd que emplear.
a. Vectores viricos para la transferencia de genes
Vectores viricos, por ejemplo, los adenovirus, se utilizan para transferir genes a
otras células. Esos vectores carecen de ciertos genes necesarios para la
replicacién virica y son propagados en lineas celulares que complementan el
defecto.
Las poblaciones de esos vectores pueden contaminarse con virus que tienen
intacta la capacidad de replicacion, generados por sucesos poco frecuentes
de recombinacién espontdnea en las lineas celulares de propagacion, o
procedentes de una purificacién insuficiente. Esos vectores deben manipularse
al mismo nivel de bioseguridad que el adenovirus del que proceden.
b. Animales transgénicos y con genes inactivados (knock-out)
Los animales que llevan informacién genética extrana (animales transgénicos)
deben manipularse en niveles apropiados para las caracteristicas de los
productos de los genes extranos. Los animales en los que se han suprimido de
forma selectiva ciertos genes (knock-out) no suelen entranar riesgos bioldgicos
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particulares.
Cabe citar como ejemplos de animales transgénicos los animales que expresan
receptores de virus normalmente incapaces de infectar a esa especie. Si esos
animales salieran del laboratorio y transmitieran el transgén a la poblacién
animal salvaje, en teoria podria generarse un reservorio animal de esos virus en
particular.
Esta posibilidad se ha examinado en el caso de los poliovirus y es particularmente
pertinente en el contexto de la erradicacidon de la poliomielitis. Los ratones
transgénicos, generados en distintos laboratorios, que expresaban el receptor de
poliovirus humanos eran susceptibles a la infeccidn por poliovirus por varias vias
de inoculacién, y la enfermedad resultante era andloga a la poliomielitis
humana desde los puntos de vista histopatoldgico y clinico. Sin embargo, el
modelo murino difiere del ser humano en que la replicacion de los poliovirus
administrados por via oral en el tubo digestivo es poco eficiente o no se produce.
Por consiguiente, es muy poco probable que, de escaparse esos ratones
transgénicos de un laboratorio, se generase un nuevo reservorio animal de
poliovirus. A pesar de todo, este ejemplo indica que en cada nueva linea de
animales fransgénicos es preciso efectuar estudios detallados para determinar
las vias por las que pueden infectarse los animales, el tamafo del indculo
necesario para que se produzca una infeccion y el grado de excrecidon de virus
por parte de los animales infectados. Ademds, deben adoptarse todas las
medidas posibles para garantizar una contencién estricta de los ratones
transgénicos receptores.

c. Plantas transgénicas
Las plantas transgénicas que expresan genes que confieren tolerancia a los
herbicidas o resistencia a los insectos son actualmente objeto de una
controversia considerable en muchos lugares del mundo. El debate gira en torno
a la seguridad de esas plantas cuando se utilizan como alimentos, asi como a las
consecuencias ecoldgicas a largo plazo de su cultivo.
Las plantas transgénicas que expresan genes de origen animal o humano se
utilizan para elaborar productos medicinales y nutricionales. Una evaluacién del
riesgo determinard el nivel de bioseguridad mds apropiado para la produccidén
de esas plantas.

(Titulo V tomado del: "Manual de Bioseguridad en el laboratorio" OMS. Ginebra 2005)
V.  PRINCIPALES SENALES DE BIOSEGURIDAD

A continuacién, senalamos tres simbolos de bioseguridad propuestos por el
Instituto Nacional de Salud.

uvcontinental.edu.pe | 12



c— Gestion Curricular

(INSTITUTO NACIONAL DE SALup (" IS PERURED NAOIOWAL D ABORATOROS E SALUDPUBLA

RED NACIONAL DE LABORATORIOS DE SALUD PUBLICA i C U I DAD O !
BIOSEGURIDAD MUESTRA BIOLOGICA

\

EN CAS0 DE ROTURA O DERRAME
AVISE INMEDIATAMENTE
ALAS AUTORIDADES DE

AREA RESTRINGIDA CONTIENE MATERIAL INFECCIOSO SALUD PUBLICA
PELIGRO DE CONTAMINACION TENER MUCHO CUIDADO EN SU MANEJO
_ SOLOSEAMITEAPERSONALAUTORZA00. | |, oaiobe a0 iR ChLocA WS GO

3. Indicaciones

3.1 Se constituirdn los alumnos en grupo de 4 por mesa.
3.2 Se nombrard un delegado por mesa de trabajo
4. Procedimientos:

Primero: Se asignard un tema de Bioseguridad por mesa de trabajo conforme al marco
tedrico de la presente guia el cual deberd ser discutido. Podrdn usar informaciéon
complementaria de fuentes confiables. Ver MARCO TEORICO.

Segundo: Los delegados de mesa presentardn un resumen, asi como las conclusiones y
sugerencias sobre el tema discutido y analizado en sus respectivos grupos. se discutirdn
preguntas sobre el tema.

Tercero: Se verificard si el laboratorio asignado a la practica del curso de Biologia Celular
y Molecular cumple con las normas y seializacion aprobadas conforme a los pardmetros
establecidos a nivel infernacional.

5. Resultados: Andlisis

6. Conclusiones
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7. Sugerencias y /o recomendaciones

Gestion Curricular

Il. Reconocimiento de Materiales y Equipos de Laboratorio

1. Objetivos

- ldentificar cada material de vidrio, pldstico o metal usados comunmente en los
ensayos de laboratorio haciendo énfasis en los trabajos requeridos para Biologia

Molecular.

- Describir cada equipo e instrumento de Laboratorio y reconocer su utilidad y manejo
adecuado para los ensayos de rutina y de investigacion.
- Clasificar los materiales, equipos e instrumentos de laboratorio por su composicion y

utilidad.
2. Fundamento Teérico

e

Vaso de Matraz Probeta
precipitacion aforado

Embudo de Bureta
decantacion

Refrigerante

A. Vaso de Precipitacion o beaker

Es un recipiente cilindrico de vidrio fino que se utiliza en el laboratorio, sobre
todo, para preparar o calentar sustancias y trasvasar liquidos. Suele llevar
marcada una escala graduada en mililifros, que permite medir distintos
volUmenes, aungue no con gran precisiéon. Las capacidades de los vasos de
precipitados suelen variar entre los 25 y los 2 000 mililitros.

B. Matraz Aforado o fiola

Se le denomina también matraz volumétrico. Es un recipiente de vidrio con
forma de peray cuello estrecho y largo en el que aparece una marca o enrase
gue indica la capacidad exacta del matraz a una cierta temperatura. Este
instrumento de laboraforio se emplea, principalmente, para preparar

Erlenmeyer Mechero
Bunsen

Tubo de Embudo y
ensayo papel filtro

soluciones de una determinada concentracion. El rango de capacidad de los
matraces aforados mds utilizados va de 25 a 1 000 mililitros.
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C. Probeta
Este cilindro de vidrio graduado, con una amplia base, se utiliza en los
laboratorios para medir volimenes de liquidos o simplemente contenerlos. Suele
estar calibrada en mililitros.
Para realizar una buena lectura del volumen, hay que situar los ojos a la altura
de la superficie libre del liquido, sin embargo, cuando se requiere una precision mayor
en la medida, se utilizan ofros instrumentos como las pipetas.

D. Matraz de Erlenmeyer
Es un instrumento de laboratorio de vidrio de forma troncénica y cuello
cilindrico corto. Generalmente lleva una escala graduada en mililitros, que
permite medir el volumen de un liquido. En microbiologia, el matraz sirve para
disolver y preparar agar para cultivos bacterioldgicos y micdticos. Hay
matraces Erlenmeyer de distintas capacidades que pueden variar de 50 a 2
000 mililitros y mds.

E. Tubo de Ensayo
Es un tubo delgado de vidrio, cerrado por un exiremo. Este material de
laboratorio se utiliza para contener o calentar pequenas cantidades de
sustancia. En el calentamiento del tubo hay que tener presente una serie de
normas de bioseguridad, como sujetar el tubo con unas pinzas aislantes, agitarlo
continuamente vy dirigir su boca hacia un lugar que no implique riesgo en caso
de que se derrame su contenido. Hay tubos de ensayo de distintos tamanos, y
para sostenerlas se utilizan las gradillas de madera, metal o pldstico. En el
procesamiento y extraccidén de ADN se utilizan los tubos Eppendorf.

F. Refrigerante
Este instrumento de laboratorio se utiiza en los procesos de destilacion para
condensar el vapor. Es de vidrio, de forma cilindrica, con un tubo central por el que
pasa el vapor, contenido en una cdmara por la exterior por donde circula agua fria
en contracorriente. Existen distintos tipos de refrigerantes, segin la forma de su tubo interior.
Asi, el refrigerante de Liebig presenta un tubo recto y el refrigerante de serpentin en espiral.

G. Embudo de Decantacion
También conocido como embudo de separacién. Es un instrumento de vidrio,
con una llave en su parte inferior, que se utiliza en el laboratorio en la
separacion de liguidos no miscibles, por diferencia de densidades. Una vez
gue se encuentran los liquidos en reposo, y aparece nitida la superficie de ;
separacion, se abre la llave, dando paso al mds denso hasta cuando el tubo |
estrecho inferior de goteo se observa la superficie de separaciéon
procediéndose al cierre de la llave. En el embudo de decantacion se pueden
efectuar también extracciones.

H. Bureta
Este instrumento de laboratorio se utiliza en volumetria, un método quimico que
permite medirla cantidad de disolucidon necesaria para reaccionar exactamente
con ofra disolucién a través de una punta capilar.

. Pipetay Micropipetas
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Es un tubo de vidrio abierto por los dos extremos que se emplea para transvasar
o medir pequenas cantidades de liquido en el laboratorio. Los dos tipos de |
pipeta que mds se utilizan son la graduada o de Mohr y la volumétrica o de  §
vertido. La primera lleva una escala graduada; las mds comunes permiten medir
de 1 a 10 mililitros. En la pipeta de vertido aparece un Unico enrase, que
corresponde con un determinado volumen. En medidas de menor volimenes se
utilizan las micropipetas con medidas micromilimétricas.

J. Placas Petri
Material de vidrio que permite sostener medio de culfivos microbianos
como el agar con fines de aislamiento, identificaciéon y conteo de colonias
bacterianas o aplicacion de discos de antibidticos para antibiogramas.
Las placas petri también son usadas para contener tejidos o cualquier otra muestra
bioldgica.

K. Embudo y papel de Filtro
Son los elementos de laboratorio bdsicos en el proceso de filtracidn, que consiste
en separar un sélido de un liquido en el que se encuentra suspendido, a través
de un material poroso. El papel de filtro, de pliegues o liso, retiene las particulas
de sdélido mientras permite el paso del liquido; se coloca sobre el embudo,
generalmente de vidrio y cortado en bisel por su parte inferior.

L. Tripode
Son utensilios de hierro que presentan tres patas y se utilizan para sostener materiales
que van a ser sometidos a calentamiento.

M. Rejilla de Asbesto
Es una tela de alambre de forma cuadrangular con la parte central recubierta
de asbesto, con el objeto de lograr una mejor distribucion del calor. Se utiliza
para sostener utensilios que se van a someter a un calentamiento y con ayuda
de este utenisilio el calentamiento se hace uniforme.

N. Soporte Universal
Es un utensilio de hierro que permite sostener varios recipientes a través de
anillos circulares del mismo material, adaptado para dicho soporte.

O. Mechero Bunsen
Es un utensilio metdlico que permite calentar sustancias. Este mechero de
gas que debe su nombre al quimico alemdn ROBERT W. BUNSEN puede
proporcionar una llama caliente (de hasta 1 500 grados Celsius), constante
y sin humo, por lo que se utiliza mucho en los laboratorios. Estd conformado
por un tubo vertical metdlico, con una base, cerca de la cual tiene la
entrada de gas, el tubo también presenta un orificio para la entrada de aire
qgue se regula mediante un anillo que gira. Al encender el mechero hay que
mantener la entrada del aire cerrada; después se va abriendo poco a poco.
Para apagar el mechero se cierra el gas. Con ayuda del collarin se regula la entrada
de aire. Para lograr calentamientos adecuados hay que regular la flama del mechero
a modo tal que esta se observe bien oxigenada determinado por una flama azul.

P. Mortero
Hechos de diferentes materiales como porcelana, vidrio o dgata Los
morteros de vidrio y de porcelana se utilizan para friturar materiales de
poca dureza y los de dgata para materiales que tienen mayor dureza.

Q. Equipos e instrumento de laboratorio
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Autoclave, horno, estufa, bano maria, microscopios, estereoscopio, cdmara de flujo

laminar,  fermociclador, balanza analitica, centrifuga, ultracentrifuga,
espectrofotdmetro, microscopio electrénico.
3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
item | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Balanza De precisién 1
2 Centrifuga 5 000rpm 1
3 Microscopio éptico Lentes LED 1

compuesto

4 Espectrofotdmetro Rango luz visible 1
5 Microcentrifuga 10 000rpm 1

3.2. Materiales
item | Material Caracteristica Cantidad
1 Tubos de ensayos 13X100, 15X150 1
2 Probeta 50 ml 1
3 Beaker 50 ml 1
4 Mechero Bunsen 1
5 Tripode vy Rejilla Asbesto 1
6 Gradilla 1
7 Pinza Madera 1
8 Balén de vidrio 100 ml 1
9 Matraz Erlenmeyer 100 ml 1
10 Fiola 100 ml 1
11 Laminas y laminillas Sin uso 1
12 Pipeta 1,5y 10 ml lc/u
13 Micropipeta con Tips 10, 50 y 100 ul Ic/u
14 Placas petri Vidrio 1
14 Embudo Vidrio 1
15 Papel filtro Cualitativo 1
15 Varilla Vidrio 1
16 Mortero Porcelana 1
17 Pipeta Pasteur Vidrio y Pl&stico 1

3.2. Reactivos

item | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Alcohol 70°y 97° spray 100m

2 Solucién Sulfocromica Solucién diluida 100 ml

3 Aceite de inmersidon En gotero 10 ml

4. Instrucciones

4.1 Considerar la mayor seguridad del fransporte de los materiales de vidrio.
4.2 Atender las indicaciones del docente sobre el buen uso de los equipos e
instrumentos.
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4.3 Evitar hacer uso de equipos de laboratorio si no estd presente el docente de

prdctica.

Procedimientos:

A. Describe las caracteristicas principales de los materiales, equipos e instrumentos de
laboratorio en el cuadro de entrada.

NO

NOMBRE

CARACTERISTICAS

FUNCION
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10

B. Menciona y ubica los materiales del laboratorio de acuerdo a su composicidon en el
siguiente cuadro de doble entrada.

TIPOS DE MATERIALES

Madera Plastico

Vidrio Metal

Porcelana | Volumétrico | Térmicos

C. Organiza los materiales del laboratorio de acuerdo a la funcidén que cumple:

Matenales 1

Materiales de uso

de ot
sostén |

Materiales |

MAT ERIALES
DE ACUERDO
ALAFUNMCION
QUE CUMPLE

especifico en la
extraccion de ADRN

—_—

| Materiales

volumétricos J"'

para cultivo
microbiano

¥
—
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7. Conclusiones

8. Sugerencias y /o recomendaciones

9. Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados
Organizacién Mundial de la Salud. (2005). Manual de Bioseguridad en el
Laboratorio. 3@ ed. Ginebra: Ediciones de la OMS.

¢ Manual de Bioseguridad en el Laboratorio [en linea. [Consulta: 20 de febrero de
2017]]. Disponible en web:
http://combios.unizar.es/doc/manual_bioseguridad_OMS.pdf
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SEMANA 2: Guia de prdctica N° 2

MANEJO DEL MICROSCOPIO Y OBSERVACION DE CELULAS BACTERIANAS

SECCION 1, DOCENTE. e

Fecha e i Duracién: 4 horas

Instrucciones: Leer con detenimiento la presente guia de prdctica considerando el buen uso del
microscopio a fin de evitar la pérdida o ruptura de alguna pieza de dicho instrumento de laboratorio. Asi
mismo se debe tomar en cuenta que se manipulard cultivos bacterianos, por tanto, las medidas de
bioseguridad aplicadas para éste fin, evitard la contaminacion del drea de trabajo y riesgo de infeccién.

1. Objetivos

- ldentificar cada una de las partes y sistemas que conforman la estructura del
microscopio dptico.

- Desarrollar habilidades en el manejo adecuado del microscopio dptico.

- Reconocer los debidos cuidados en el uso, limpieza y transporte del microscopio
optico.

- Emplear adecuadamente los procedimientos de coloracién microbioldgica como la
tincién Gram para la observacion en el microscopio éptico de células procariotas.

2. Fundamento tedrico sobre microscopia

El microscopio (de mikroz, micrds = pequeno y okopew, scopéo = observar) es un
instrumento que permite observar objetos que son demasiado pequenos para ser
vistos a simple vista. El tipo mds comun y el primero que se inventd es el microscopio
optico. Se trata de un instrumento dptico que contiene una o varias lentes que
permiten obtener una imagen aumentada del objeto y que funciona por refraccién.
La ciencia gue investiga los objetos pequenos utilizando este instrumento se llama
microscopia.

Ocular

Brazo ——» Revalver

Platina N 2. o
Tornillo R — Objetivos

macromeétrico ~—
Tornillo —"

micrométrico

Diagrama
Condensador

Fuente de luz
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El conocimiento de las estructuras del ser vivo estd basado casi totalmente en el
estudio con el microscopio. El microscopio éptico es un instrumento que permite la
observacion de objetos y detalles de estructuras tan pequeinas que no podrian ser
observadas a simple vista. Con él, nuestro grado de visibilidad se amplia en cientos o
miles de veces, gracias a un conjunto de lentes, dispuestos convenientemente. Las
principales dificultades en la observaciéon y estudio de estructuras bioldgicas son su
reducido tamano y su fransparencia a la luz visible. Dado que el microscopio permite
superar estas dos dificultades, su uso y el conocimiento de los principios y técnicas en
microscopia, resultan fundamentales para el desarrollo de la investigacidn en ciencias
bioldgicas.

SISTEMA MECANICO: Comprende los siguientes dispositivos:

e Pie: Base que da soporte y estabilidad al microscopio.

* Columna: Estructura que une el pie con la platina y el tubo. Sostiene ademds el
condensador y el diafragma.

* Platina: Superficie plana para sostener el portaobjetos y el cubre-objetos que
confienen a las preparaciones.

* Tubo: Proporciona soporte a los lentes oculares y objetivos.

* Tornillo macrométrico: Asociada a dos tomillos, permite el movimiento vertical del
fubo o de la platina para obtener la distancia a la cual el objeto puede ser
observado nitidamente; es decir, el enfoque preciso para el observador.

 Tornillo micrométrico: Permite movimientos muy cortos en un ajuste fino del
enfoque para lograr una observacion precisa.

» Revolver. Sistema giratorio relacionado con el fubo, que porta los lentes objetivos
para diversos aumentos, pudiendo ufilizarlos alternativamente.

* Pinzas. Par de Idminas rectangulares, situadas sobre la platina, para mantener all
porta-objetos.

SISTEMA OPTICO: Comprende los lentes oculares y los lentes objetivos.

* Oculares: Lentes dispuestos en la parte superior del tubo cercano al ojo del
observador. Su aumento puede ser de 6X, 10X y 15X.Siendo el md&s comun 10X.

* Objetivos: Son lentes de diferentes aumentos situados en el ofro extremo del tubo,
en elrevélver. El de menor aumento es mds corto (3.2X, 4X, 5X y 10X) y el de mayor
aumento es mds largo (40X y 44X). Puede existir ademds un objetivo de inmersién
de 100 a 150 aumentos, es decir de 100X a 150X.

SISTEMA DE ILUMINACION:

e Diafragma: Abertura que regula la canfidad de luz que ingresa hacia la
preparacion.

e Condensador: Lente que concentra el haz luminoso hacia la preparacion.

* Espejo o luz incorporada: Proporciona la luz que llega hasta el objeto a estudiar y
el sistema Sptico del microscopio. Existe un espejo plano por un lado y céncavo
por el otro, para ser usados cuando se disponga de abundante o escasa luz,
respectivamente. La luz incorporada corresponde a un foco de luz eléctrica
adaptado en el lugar que ocupa el espejo.

a)Grado de Aumento:
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Es la magnificacién total que sufre la imagen del objeto debido al efecto de los

lentes oculares y objetivos. Se obtiene multiplicando el nimero de veces que

aumenta el lente ocular por el nUmero de veces que aumenta el lente objetivo.

Si el objetivo aumenta la imagen de un objeto 40 veces, esta al pasar por la lente

ocular serd nuevamente aumentada.

 Si el ocular aumenta 10 veces, la magnificacion total en este caso serd: 10X x
40X = 400X.

* Este resultado permite saber cudntas veces mds grandes estamos viendo la
imagen de un objeto.

b)Poder de Resolucion:
Es la posibilidad de distinguir separados dos puntos muy cercanos entre si.
Cuanto mayor sea el poder de resolucion, menor serd la distancia entre dos
puntos a la cual pueden distinguirse como tales. La distancia limite en la cual
dos puntos pueden ser todavia distinguibles se denomina Limite de Resolucion.
El poder de resolucién de un microscopio compuesto depende de la longitud
de onda de la fuente luminosa y de la apertura numérica (propiedad dptica
de la lente). Puede ser calculado mediante la siguiente férmula:

LAMBDA
PR.=———
2 AN
Donde:
LAMBA. = Longitud de onda del |a fuente luminosa
AN = Apertura numérica de la lente.

Existe una correspondencia entre el aumento de un objeto y su apertura
numérica, de tal modo que las lentes con mayores aumentos generalmente
tendrdn mayores aperturas numéricas. El poder de resolucidn es quizd la
caracteristica mds importante de un buen microscopio ya que de nada sirve una
imagen muy grande del objeto, si ésta se ve borrosa y no puede distinguirse en sus
detalles.

c)Distancia de Trabagjo:

* Esla distancia que existe entre el objeto en observacién y el lente objetivo.

» Esta distancia variard segin el aumento del lente objetivo con la cual se
trabaje. Es inversamente proporcional al grado de aumento; es decir, cuanto
mayor sed el aumento del lente objetivo menor serd la distancia de trabajo.

e Cuando se frabaje con un lente de inmersién la distancia de trabajo serd
minima. En estos casos es necesario usar aceite de inmersién entre el lente
objetivo y la preparacién debido a que el indice de refraccién para este tipo
de lente es la del aceite y no la del aire. Esto permite obtener una imagen de
gran tamano y al mismo tiempo de gran nitidez.

A continuacion, explicamos cual es el manejo adecuado del microscopio.
 Limpiar el espejo, condensador y los lentes del microscopio.

- Eliminar el polvo mediante un soplete de aire o pincel fino.

- Frotarsin presionar, con papel de lente, usando este solo una vez.
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e Comprobar si el lente objetivo de menor aumento estd a continuacién del tubo;
si no es asi, debe colocarse en dicha posicidn haciendo girar el revélver hasta
alcanzar un "tope" que lo indique.

e Abrir completamente el diafragma y observando a través del ocular, mover el
espejo orientdndolo de modo que la luz reflejada se observe en un circulo
uniformemente iluminado. Este constituye el "campo dptico"”. Una vez obtenida la
iluminacién mdxima, NO SE DEBE CAMBIAR LA POSICION DEL MICROSCOPIO. Con
luz incorporada no hay espejo.

* Ubicar y sujetar el porta-objetos en la platina, procurando que la preparacion se
halle en el centro de la abertura circular.

* Mover el tornillo macrométrico para acercar el lente objetivo de menor

* Observando por el lente ocular, mover nuevamente el tomillo macrométrico en el
senfido inverso hasta que aparezca la imagen.

* Una vez enfocada la imagen girar el tomillo hasta que sea nitida. Nunca se debe
usar el tomillo micrométrico para grandes desplazamientos, para ello estd el
tornillo macrométrico.

* Cuando los tornillos macro y micrométrico se encuentren incorporados en un solo
dispositivo, el ajuste fino se hace solo después de haber realizado el avance
rdpido de acercamiento a la preparacion.

e Antes de pasar al siguiente aumento verificar que la imagen a observar se
encuentre en el centro del campo, hacer girar el revélver cambiando el lente
objetivo hasta llegar al "tope" y accionar solamente el tornillo micrométrico hasta
obtener la nueva imagen.

e Para observar una muestra con el objetivo de inmersidn, se coloca una gota de
aceite de cedro encima de la I&dmina de la preparacion antes de girar el revélver.
Esto permite que la imagen se vea con nitidez para realizar la observacién ya que
este tipo de lentes requiere que el indice de refraccidn sea similar al del vidrio.

e Terminada la observacién, girar el revolver para colocar el objetivo de menor
aumento en la primera posicion de trabajo.

e Retirar la preparacién y dejar limpio el microscopio, secando la platina con
cuidado.

e Siuso el objetivo de inmersidn, debe limpiarse inmediatamente después de su uso
con ayuda del papel de lente. Quitar el grueso del aceite con una hoja, luego
limpiar con una segunda impregnada en xylol o de preferencia alcohol
isopropilico. Finalmente, con una tercera, secar el lente. No usar cantidades
excesivas de solvente pues pueden disolver el cemento de los componentes de
los lentes.

* Mantener cubierto o guardado el microscopio cuando no esté en uso.

* En sitios con excesiva humedad ambiental deberd guardarse el microscopio en
una campana de vidrio con un desecante como carbonato de calcio.

TINCION EN PROCARIONTES

El reino mdénera agrupa a los organismos conformados por células procariotas, es
decir bacterias, mycloplasmas, rickettsias, clamideas y las cianobacterias conocidas
como algas verde-azuladas o cianofitas.

Las cianobacterias a diferencias de las bacterias patdégenas, son microorganismos
autotréficos que fijan el nitrdgeno ambiental y realizan fotosintesis. Su capacidad de
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formar grandes colonias nos permite identificarlo en el ambiente como el Nosfoc sp
gue se observa en la prdctica sin necesidad de ser sometido a la coloracion Gram.
Las células bacterianas son muy pequenas, entre 1 y 10 micrémetros (mm) de
longitud, y solo pueden observarse con ayuda de un microscopio.

Las bacterias son organismos procariotas, que carecen de nucleo verdadero,
caracteristica que las diferencia de las células vegetales y animales. El nicleo de las
plantas y de los animales contiene el material genético en forma de d&cido
desoxirribonucleico (ADN). El material genético de la célula bacteriana estd formado
también por ADN (generalmente circular) pero se encuentra en una regién densa
que no estd separada del resto del citoplasma por ninguna membrana. Muchas
bacterias poseen también pequeias moléculas de ADN circulares llamadas
pldsmidos, que llevan informacion genética, pero, la mayoria de las veces, no
resultan esenciales en la reproduccion.

TINCION GRAM

Los fundamentos de la tincién Gram se basan en las diferencias entre las paredes
celulares de las bacterias Gram positivas y Gram negativas.

La pared celular de las bacterias Gram positivas posee una gruesa capa de
peptidoglucano, ademds de dos clases de dcidos teicoicos: Anclado en la cara
interna de la pared celular y unido a la membrana plasmdatica, se encuentra el dcido
lipoteicoico, y mds en la superficie, el dcido teicoico que estd anclado solamente en
el peptidoglucano (tfambién conocido como mureina).

Capsula

Membrana celular
ADN

Pelo
' Nucleoide

Por el confrario, la capa de peptidoglucano de las Gram negativas es delgada, y se
encuentra unida a una segunda membrana plasmdatica exterior (de composicion
distinta a la interna) por medio de lipoproteinas. Tiene una capa delgada de
peptidoglucano unida a una membrana exterior por lipoproteinas. La membrana
exterior est& hecha de proteina, fosfolipido vy lipopolisacdarido.

Por lo tanto, ambos tipos de bacterias se finen diferencialmente debido a las
diferencias constitutivas de su pared. La clave es el peptidoglucano, ya que es el
material que confiere su rigidez a la pared celular bacteriana, y las Gram positivas lo
poseen en mucha mayor proporcion que las Gram negativas.
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3. Materiales del laboratorio

*Microscopio
«Servilleta de algoddn, sin almidonar
*Papel de seda

e Ldmina portaobjeto

e Ldmina cubre objeto

* Gotero

¢ Asa de Kohlle o de siembra

* Mechero de Bunsen

e Soporte para ldminas

REACTIVOS:
 Alcohol metilico

* Violeta genciana
* Lugol

« Safranina (Fucsina)
* Azul de metileno

MUESTRA BIOLOGICA: Muestras de bacterias cuyas colonias han sido cultivadas en
agar, las cianofitas pueden adquirirse con el nombre vulgar de 'cushuro'.

4. Procedimiento y resultado
4.1 Coloca el microscopio sobre tu mesa de acuerdo a las instrucciones del docente e
identifica cada uno de sus partes.
4.2 Explicar cudles son las caracteristicas de la vision con el microscopio:

5. Procedimientos y resultados
TINCION SIMPLE:
1° Colocar una gota de muestra en un portaobjeto.
2° Dejar secar la preparacion vy fijarla a la llama del mechero sin que se efectie un
calentamiento excesivo.
3° Con el gotero, cubrir con fucsina.
4° observar al microscopio (objetivo de inmersion).

Gradfica los procedimientos y la respectiva observacion en el microscopio.

Muestra:

Aumento:

TINCION GRAM: Para observacion de bacterias.
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A. Fijar un frotis:
1° En el mechero hacer flamear el asa de Kohlle.
2° Tomar el asa (previamente flameada) y con esta tomar un poco de muestra.
3° Una vez obtenida una pequena cantidad de la muestra (con el asa), hacer que
esta tenga contacto con una Idmina portaobjetos, la cual servird para depositar
la muestra contenida en el asa.
4° Con el asa (conteniendo la muestra) sobre la Idmina portaobjetos, proceder a
redlizar la extension de la muestra en el portaobjetos mediante movimientos
giratorios (dar vueltas con el asa) sobre la I&dmina, de tal forma que, al terminar
la extension, tengamos como productos una espiral en la parte media de la
l[dmina.
5° Esperar que seque al aire libre o ayudarse con la llama del mechero para fijar la
muestra, feniendo en cuenta que el calor no debe ser directo (solo se pasa por
la llama), puesto que el calor excesivo puede cambiar la morfologia celular de
las bacterias a observar. El calor deseable es aquel en el que el portaobjetos sea
apenas demasiado caliente para ser colocado sobre el dorso de la mano.
B. Tincion:
Adicionar violeta cristal o violeta genciana, utilizando la cantidad suficiente de
dicho colorante sobre la muestra, como para lograr cubrirla por completo. Se deja
actuar al colorante por 2 minutos.
C. Enjuague:
Al transcurrir el minuto, se debe enjuagar la Idmina conteniendo la muestra con
agua corriente. Para realizar el lavado, se debe tener en cuenta que el chorro de
agua no debe caer directamente sobre la muestra, esta debe caer sobre la parte
superior de la I[dmina que no contiene muestra. El chorro debe ser un chorro
delgado, aproximadamente de medio a un centimetro de espesor. También el
enjuague se debe realizar poniendo la Idmina en posicidn inclinada hacia abagjo.
D. Mordiente:
Una vez enjuagado el portaobjetos, se aplica como mordiente yodo o lugol
durante 2 minutos mds. El mordiente es cualquier sustancia que forme compuestos
insolubles con colorantes y determine su fijacion a las bacterias.
E. Decoloracioén:
Pasado el minuto de haber actuado el mordiente, el frotis se decolora con etanol
al 75% o etanol al 95% o acetona o alcohol — acetona, hasta que ya no escurra
mds liquido azul. Para esto se utiliza el gotero del frasco del decolorante. Se van
anadiendo cantfidades suficientes del decolorante, hasta lograr que este salga
totalmente transparente, es decir, hasta que ya no escurra mds liquido azul.
F. Lavado y secado:
Lavar con agua para quitar los residuos de decolorante y esperar que seque la
I[dmina al aire libre o con la ayuda de la llama de un mechero de la forma
anteriormente descrita.
G. Tincién de contraste:
Una vez que la I&dmina ya secd, procedemos a tenir nuevamente, pero esta vez se
va a utilizar un colorante de confraste como por ejemplo la safranina, dejar actuar
durante 2 minutos.
H. Nuevo enjuague:
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Pasado el minuto correspondiente, se procede a enjuagar la Idmina con agua, se
escurre el agua sobrante y se seca en la forma anteriormente descrita.

De esta manera, ya tendremos listo el frotis para su respectiva observacién
microscopica.

Grafica los procedimientos y la respectiva observaciéon en el microscopio.

Muestra:

Aumento:

Indica cudles son bacterias gram positivas y cuales son gram negativas
6. Cuestionario

1. 3Cudles son las caracteristicas de los organismos que pertenecen al reino
maonera?

2. Investiga. 3Qué es la mureina?

. 8Cudl es la diferencia entre una bacteria Gram positiva y Gram negativa?

4. 3Cudles son los pasos que debes tener en cuenta para la observacion de un
objeto?

. Debes tener en cuenta aplicar algun elemento quimico para obtener resultados
en una muestra? sPor qué?

w

(6,

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e Forbes AB, Sahm DF, Weissfeld AS. Diagndstico Microbioldgico. 119 ed. México:
Editorial Médica Panamericana; 2004.

e Manejo del Microscopio Optico Compuesto [en line. [Consulta: 18 de febrero de
2017]]. Disponible en web:
https://es.scribd.com/doc/36405504/MANEJO-Y-USO-DEL-MICROSCOPIO-OPTICO-C
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SEMANA 3: Guia de practica N° 3

ESTRUCTURA DE LOCOMOCION CELULAR: PSEUDOPODOS, CILIOS Y FLAGELOS

SECCION 1 i DOCENTE e

Fecha e i Duracioén: 4 horas

Instrucciones: Considerar el cultivo de protozoarios, conforme lo indica la presente guia de prdctica, con
una semana de anticipacion.

1. Objetivos

- Observar las estructuras de locomocién que presentan las células de los protozoarios
de vida libre.

- Diferenciar estructuras de locomocién como flagelos, cilios y pseuddpodos.

- Observar la presencia de cilios en células epiteliales humanas.

2. Fundamento Teérico
Las células han desarrollado diversas estructuras de locomocién, no solo para su
desplazamiento como ocurre en organismos unicelulares sino también para el
transporte y defensa.
En protozoarios unicelulares, encontramos cilios, flagelos y pseuddépodos cuya
estructura y fundamento bioguimico es estudiado a nivel molecular. En el caso de los
cilios, el aparato ciliar estd conformado por la estructura microtubular con un patrén
proteico de 9 + 2, también se presentan en los flagelos, y en el cuerpo basal o
cinetosoma de la matriz citoplasmdtica cuya estructura de 9 (3) o nueve tripletes de
microtUbulos se asemeja a los centriolos.
Desde el punto de vista médico, se presenta el sindrome del cilio inmévil que genera
ciertas enfermedades como la bronquiectasia y sinusitis en las vias respiratorias. La
inmovilidad puede presentarse en los flagelos de los espermatozoides provocando
infertilidad en los varones que lo padecen. Los cilios forman parte de ciertos
receptores sensoriales como los fotorreceptores de conos y bastones en la refing, y
epifelio olfatorio; y pueden ser inmoviles por ausencia de los microtUbulos centrales.
Los pseuddpodos no solo son prolongaciones de membrana para el desplazamiento
celular, sino tfambién un mecanismo importante para la incorporacién de particulas
de nutrientes durante la fagocitosis, mecanismo necesario para la inmunidad natural
celular del sistema de defensa en organismos superiores.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
item | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio optico Fuente de luz LED 3

3.2. Materiales
| item ‘ Material Caracteristica Cantidad
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1 Placas Petri vidrio 3
2 Laminas Sin uso 6
portaobjetos
3 Laminas Sin uso 6
cubreobjetos
4 Pipetas Pasteur | Vidrio con chupdn 3
5 Lamina Corte histolégico de 2
histologica  de | mucosa fraqueal, oviducto
epitelio o trompa de Falopio
3.3. Reactivos
item | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Lugol 4% en frasco gotero 50 ml
2 Verde de metilo En frasco gotero 50 ml

Indicaciones:

4.1 Cultivo de Protozoarios (ojo: realizar con una semana de anticipacion)

e En un frasco mediano de boca ancha, con agua estancada, agregar: arroz
molido, zanahoria y lechuga picada. Asi mismo incorporar una cucharada de la
levadura Saccharomyces cerevisae.

* Mantener abierto al aire libre una semana, en un lugar donde no se exponga a
luz directa.

Euglena viridis Paramecium caudatum Amoeba proteus

4.2 Tomar la muestra bioldgica de cultivo de protozoarios del fondo o sedimento
evitando el exceso sobre la Idmina portaobjeto.

4.3 Hacer buen uso del micrométrico cuando el objetivo es de 100X, a fin de evitar la
ruptura de las Idminas histoldgicas.

Procedimiento y Resultados:
A. Movimiento ameboideo por seudépodos: Amoeba proteus (Clase Sarcodina)

1. Sobre una ldmina portaobjeto, con un gotero coloque una gota del cultivo de
protozoarios que contenga Amoeba, cubrirlo luego con una laminilla cubre
objeto.

2. Preparar ofra ldmina portaobjeto con una gota de muestra y una gota de
Verde de metilo o Lugol. Limpiar el exceso luego de cubrirlo con la laminilla.
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3. Dibujar las observaciones realizadas con objetivos 10X, 40X y 100X

Pseudépodos

Membrana
/ celular

~—
Comida /
siendo atrapada

o

por pseudépod

Vacuola contracti
— (Excreta agua

7

1

\
\ y desechos)

\

™ Nucleo — |

I
Vacuola digestjva
(Digiere comida)

™~ Citoplasma

B. Movimiento flagelar por flagelos: Euglena viridis (Clase mastigophora)

1.

Sobre una ldmina portaobjeto, con un gotero coloque una gota del cultivo que
contenga Euglena y cubrir con una laminilla cubreobjeto.

Preparar otra I[dmina portaobjeto con una gota de muestra y una gota de
Verde de metilo o Lugol. Limpiar el exceso luego de cubirirlo con la laminilla.
Dibujar las observaciones realizadas con objetivos 10X, 40X y 100X.

— Flagelo
locomotor <\

I®) Ry o~
| Estigma o —&J‘
Mancha ocular ’ |
1}~ 3

Vacuolas
contractiles

7 Nucleo e
| Granulos de /_-“ )
) m——_  Paramilon
= éDepos_ltos \
"> e comida)
Mitocondria 4_
(Indistinguible o
en fotografia)
Plasmalema ——

C. Movimiento ciliar por ciliosos: Paramecium caudatum (Clase ciliophora)

1.

Sobre una ldmina portaobjeto, con un gotero coloque una gota del cultivo que
contenga Paramecio y cubrir con una laminilla cubreobjeto.

Preparar otra Idmina portaobjeto con una gota de muestra y una gota de
Verde de metilo o Lugol. Limpiar el exceso luego de cubrirlo con la laminilla.
Dibujar las observaciones realizadas con objetivos 10X, 40X y 100X.
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"~ — Cilios

. Citostoma o
= Surco bucal

Lisosomas

Uno de los cilioforos protozoarios pardsitos para el hombre es Balantidium coli el
mismo que puede ser observado en muestras de heces de cerdo.

D. Observacion de cilios en tejidos humanos
En tejidos epiteliales humanos como el epitelio cilindrico del oviducto y el epitelio
pseudoestratificado de las vias respiratorias entre otros, presentan como estructura
de movimiento cilios en su dominio apical con funcidn especifica como el
fransporte del ovocito y barrera mecdnica de proteccion respectivamente.
Observe al microscopio Idminas fijas y coloreadas con hematoxilina y eosina.

6. Protocolo: Realizar esquemas de lo observado

Amoeba Euglens Parmmecium
EETEE.F‘“-E profeus viridiz caudatum
(=arcedina) (Mastigophora) (Ciliophora)
10 X
40 X
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AUMENTO Amoeba Euglena Paramecium
OBJETIVO proteus viridis caudatum
(Sarcodina) (Mastigophora) (Ciliophora)
100 X

Identifica los cilios en los epitelios descritos de la trompa de Falopio y mucosa
fraqueal.

7. Cuestionario

. 3A qué atribuye la gran movilidad de los protozoarios de vida libre e indique qué

protozoarios pardsitos para el hombre tiene estructura de locomocién?

. Explique las diferencias entre los diferentes tipos de movimientos: por

pseuddpodos, flagelos, cilios, en relacion a la participacion del citoesqueleto.

. 3Qué es el sindrome de Kartagener y su importancia médica?
. 8Qué diferencias a nivel del citoesqueleto se produce entre un cilio o flagelo

respecto a las microvellosidades?

. 3Cudles son las partes de un cilio y su diferencia en cuanto a la disposicion de sus

microtUbulos?

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Alberts B. Biologia Molecular de la Célula. 5te ed. Madrid: Omega; 2010
Cultivo de Protozoarios [en line. [Consulta: 20 de febrero de 2017]]. Disponible en web:
http://bioclogiapuntocom.blogspot.pe/2012/05/practico-cultivo-y-observacion-

de.hfml
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SEMANA 4: GUIiA DE PRACTICA N° 4

OBSERVACION DEL NUCLEO CELULAR EN ELEMENTOS FORMES DE LA SANGRE

SECCION i DOCENTE ot

Fecha e il Duracioén: 4 horas

Instrucciones: Leer con prevision la presente Guia de prdctica considerando las medidas de Bioseguridad
en la toma de muestra de sangre periférica.

1. Objetivos
- ldentificar los diferentes elementos formes de la sangre como eritrocitos, leucocitos y
plaguetas en sangre periférica humana y de aves.
- Observar las diferentes formas nucleares y su contenido en leucocitos.

2. Fundamento Tedrico

El nUcleo constituye una de las principales caracteristicas estructurales que presentan las
células eucaridticas. Su importancia en la célula se debe a que contiene el material
genético, nos referimos al ADN, al interior de su cromatina y protegido por la proteina
histona de naturaleza bdsica.

. —_—

Célula troncal
hematopoyética multipotencial
(Hemocitoblasto)

¥ ¥
Progenitor comiin mieloide Progenitor comun linfoide

t
[ | | T ' }

" Erilroﬁasto ‘ ‘ Linfocito NK Lﬁim@em
Mieloblasto Monoblasto . .

Linfocito T Linfocito B

Piarde niclas

[ ]

I".-legaiari ocito Retlcuiucitu . ‘:3 c @ @

| Basdfilo Neutrdfilo EGSiI"llf)mUI Monaocito

o Granulocitos l Célula plasmatica
Trombocitos  grjrogito

i .

Macréfago

Dentro del nucleo se encuentra el nucléolo conformado bdsicamente por ARN vy
proteinas. El nUmero de nucléolos dependerd de la actividad metabdlica de la célula en
relacién a la sintesis de proteinas debido a que da origen a los ribosomas. En la periferia
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del carioplasma o nucleoplasma limitando con la carioteca o membrana nuclear se
encuentran las proteinas denominadas lamininas que participa en la desorganizaciéon de
la carioteca durante la divisidon celular.

Las tinciones usadas para fines histopatoldgicos nos permitirdn diferenciar el nicleo en
cuanto a su forma y coloracién que adopta respecto al citoplasma de la célula. Un buen
ejemplo es lo que nos muestra las células sanguineas debido a las variaciones del nicleo
celular principalmente en los leucocitos o gldébulos blancos. Asi mismo, a diferencia de las
células humanas los eritrocitos, que no presentan ndcleo en su maduracidn, los eritrocitos
de las aves si las poseen.

3. Equipos, Materiales y Reactivos
3.1. Equipos

3.2. Materiales

item | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio éptico compuesto Fuente de luz LED 4

ftem | Material Caracteristica Cantidad
1 Ldminas porta y cubre objetos Sin uso 4
2 Lancetas hematoldgicas 2
3 Varillas de coloracién Vidrio 2
4 Piceta Con agua destilada 1

3.3.Reactivos

ftem Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Alcohol a 70° En spray 250 m
2 Colorante Wright En frasco con gotero 100 ml

Las torundas de algoddn serds dispuesto por el laboratorio. La sangre de aves puede ser
extraidas en vacoutainer EDTA el cual servird como medio de transporte.

4. Procedimiento y resultado

4.1.

a.

Obtencién de sangre capilar.

Desinfectar el dedo anular con alcohol y algoddn y con una lanceta estéril punzar
el dedo y dejar caer una gota de sangre sobre un extremo de la Idmina
portaobjetos.

.Con ayuda de ofra ldmina portaobjeto formar un dngulo de 45° y realizar un frotis o

extendido, tratando de esparcir homogéneamente la gota de sangre sobre la
superficie de la ldmina.

. Dejar secar la preparacién al ambiente y proceder luego a la coloracién con Wrigth
o Giemsa.
. Coloracién
. Cubrir con colorante Wrigth o Giemsa por un minuto.

. Sin eliminar el colorante agregar agua destilada y dejar actuar por diez minutos.
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c. Eliminar luego el colorante lavando suavemente con agua de cano inclinando la
Idmina portaobjeto y dejar secar.
d. Proceder a observar al microscopio con el objetivo de 100X y aceite de inmersién.

5. RESULTADOS
Esquematice los siguientes elementos que abajo se indican y que serdn observados con
ayuda del microscopio.

5.1. Eritrocitos en aves
Si se puede obtener una muestra de sangre de aves, se podrd observar que d
diferencia de los mamiferos los gldbulos rojos o eritrocitos en aves, son células
nucleadas grandes y ovoides o elipticas. El nUcleo de color pUrpura se ubica en la
parte central.
Los leucocitos o glébulos blancos en las aves presentan cierta similitud a los mamiferos.
Los neutrdfilos toman el nombre de heterdfilos con ndcleos en banda o lobuladas.

5.2. Leucocitos humanos granulares

a. Neutréfilos segmentados o adultos

Presenta un nUcleo con varios I6bulos (2 a 5) unidas por bandas de cromatinas.

b. Neutrdfilos en banda o abastonados o juveniles

Presenta un nucleo no dividido en forma de "S" o en cayado "O".

c. Eosindfilos

Reaccionan con ftintes dcidos. Son redondos, voluminosos, con granulaciones
aciddfilas de color anaranjado, ndcleo con dos lIdbulos.

d. Basdfilos:

Reaccionan con tintes bdsicos. Son escasos de 0-1 %, presenta un nucleo dificil de
observar, pues se halla cubierto por una granulacion de color violeta o morado
oscuro gque contienen histamina y heparina.

5.3. Leucocitos humanos agranulares

a. Linfocitos

De forma redonda e irregular, su nucleo es morado, voluminoso y ocupa la mayor
parte de la célula, el citoplasma es azul y sin granulaciones. Su nUmero aumenta
con las infecciones.

b. Monocitos

De forma redonda u ovalada de 15 a 20 mm de didmetro, nucleo variable
generalmente en forma de rindn, citoplasma sin grdnulos. Presenta actividad
fagocitaria.

5.4. Plaquetas o Trombocitos o CorpUsculos de Bizzozero o de Zimmermam o Hayem
Las mds pequenas de los elementos de la sangre, de forma redonda y no contienen
hemoglobina. Son esenciales en la coagulaciéon de la sangre. Son fragmentos de 2 a
4 mm en cuyo citoplasma presentan grdnulos llamados alfa que contiene enzimas
como las hidrolasas y catepsinas.

5.6. Hematies o Eritrocitos o Glébulos rojos o acariocitos
De forma generalmente redonda o de un disco bicéncavo de 7 a 8 mm de
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didmetro. Sin ndcleo, de color rosa intenso, contiene hemoglobina. La proteina que
se encarga del transporte de oxigeno y anhidrido carbdnico.

5. Conclusiones:

6. Cuestionario

1. sQué indica si una célula presenta mayor niUmero de nucléolos?

2. sPor qué se tinen el nucleo vy el citoplasma de diferente color?

3. Si en el frotis sanguineo el nimero de neutréfilos abastonados se incrementa
significativamente, squé interpretacion clinica postularia?

4. sPor qué los eritrocitos humanos se observa una regién central clara?

5. 3Qué indica un incremento de basofilos en la sangre?

Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

e Vélez AH, Rojas MW, Borrero RJ, Restrepo MJ. Hematologia. ét@ed. Bogotd:
Corporacion para la Investigacion Bioldgicas; 2007.

e Sangre de Aves [en linea [Consulta: 22 de febrero de 2017]]. Disponible en web:
http://www.fvet.uba.ar/b_histo/10-2-sangreave.htm
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SEMANA 5: GUIiA DE PRACTICA N° 5

PERMEABILIDAD SELECTIVA DE LA MEMBRANA CELULAR

SECCION 1, Docente:

Fecha Y STy S Duraciéon: 4 horas

Instrucciones: Leer con previsidn la presente guia de prdctica considerando las medidas de Bioseguridad
en la toma de muestra sanguinea y durante el procesamiento del lavado de los eritrocitos.

1. Objetivos:

- Reconocer las propiedades de permeabilidad de la membrana celular.
- Establecer las diferencias de transportes de moléculas a través de la membrana.

- Observar los cambios que experimenta la célula en diferentes medios de presion
osmodtica.

2. Fundamento Teérico:
La membrana plasmdtica de las células eucaridticas es una estructura dindmica

formada por dos capas de fosfolipidos en donde interactian moléculas de colesterol y
proteinas. Los fosfolipidos tienen una cabeza hidréfila y dos colas hidréfobas.

Glicoproteina:

Proteina Carbohidrato

con carbohidrato Proteina
adheridos

receptora
Cabeza
hidrdfila

4
.....

Cola
hidréfoba
Bicapa de
fosfolipidas

periférica Proteina Colesterol

membrana
integral Filamentos del citoesqueleto

Fuente:htip://archive.cnx.org/contents/08a457f1-4667-4483-9f06-d0e8d8c48fda@2/la-
membrana-celular

Proteina canal
o transportadora

Las dos capas de fosfolipidos se sitUan con las cabezas hacia fuera y las colas,
enfrentadas hacia adentro. Es decir, los grupos hidréfilos se dirigen hacia la fase acuosa
de la capa exterior de la membrana con el liquido extracelular e intracelular y la capa
interior hacia el interior de la bicapa. Las proteinas embebidas en las capas de
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fosfolipidos cumplen la funcién de transportar grandes moléculas hidrosolubles, como
azUcares y ciertos aminodcidos. También hay proteinas y fosfolipidos unidas a
carbohidratos (glicoproteinas y glicolipidos) embebidas en la membrana y cuya porcion
de oligosacdridos queda al exterior con el fin de constituir en porcidén de receptores de
membrana para hormonas, enzimas y agentes patdégenos como virus. También
constituyen antigenos de reconocimiento celular como el complejo mayor de
histocompatibilidad.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
item | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio dptico Fuente de luz LED 3
2 Centrifuga 5000rpm 1
3.2. Materiales
item | Material Caracteristica Cantidad
1 Ladminas porta objetos Sin uso 6
2 Ladminas cubre objetos Sin uso 6
3 Tubos de ensayo 13 x 100 6
4 Gradilla polipropileno 1
5 Pipeta Pasteur vidrio 3
6 Beaker 50 ml 1
3.3. Reactivos
item | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Solucién salina 0.2% 50 ml
2 Solucién salina 0.9% 250 ml
3 Solucién salina 5% 50 ml
4 Tinta china En frasco con 10 ml
gotero

4. Indicaciones
4.1 La toma de muestra sanguinea se tomard con Vacutainer EDTA vy lancetas. El
laboratorio proveerd alcohol y algoddn. Los alumnos traerdn catafilo de cebolla
4.2 La toma de muestra sanguinea se realizard en condiciones de bioseguridad. Se
eliminardn los vacutainer en los depdsitos destinados para este fin.
4.3 Las ldminas y laminillas podrdn ser reutilizadas si son sometidas previamente en
solucién sulfocromica.

5. Procedimiento y resultados
* DIFUSION DE SOLUTOS:
- Colocar en dos vasos de precipitacion agua destilada, en una fria y en la otra
caliente.
- Adicionar una gota de tfinta a cada uno y observar la velocidad de difusién.
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OBSERVACIONES INTERPRETACION

* OSMOSIS:

- Limpiar y desinfectar con alcohol y algodén el pulpejo de uno de los dedos.

- Pinchar con la lanceta y colocar una gota de sangre en fres I[dminas distintas
realizando un extendido ligero. Asi mismo extender porciones de catafilo de cebolla
en tres [dminas distintas.

- Agregar las soluciones salinas: 0,2%, 0,9% y 5% respectivamente. Observar al

MIiCroscopio.
OBSERVACIONES INTERPRETACION
sangre catdfilo

*LAVADO DE GLOBULOS ROJOS:

- En un tubo 13x100 con EDTA obtener muestra de sangre periférica en un volumen
aproximado ala quinta parte del tubo de ensayo y luego adicionar solucién salina al 0,9%
en un volumen que cubra las tres cuartas partes del tubo de ensayo. Proceder a
centrifugar a 3 500 rom por 10 minutos.

- Si el sobrenadante muestra hemolisis muy marcado entonces la solucién salina no se
encuentra en la concentracion adecuada pues se ha expuesto a un medio hipotdnico
ha pues provocado hemdlisis.

- Si el sobrenadante muestra ligera hemolisis entonces retirar el sobrenadante vy
adicionar al paguete de glébulos rojos solucién salina al 0,9% hasta las fres cuartas
partes del tubo de ensayo y proceder a centrifugar a 3 500 rom por 10 minutos.
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- Al finalizar se observa el sedimento de gldbulos rojos bien constituido y un
sobrenadante transparente.

- Puede obtener muestra de glébulos rojos lavado con una pipeta Pasteur vy
adicionarlo a dos tubos de ensayo a fin de agregar solucidn salina al 0,2% y 5%
respectivamente y observar si hubo hemdlisis y crenacién tomando una muestra,
luego de centrifugarlo, para observarlo al microscopio. Verifique la coloracién del
sobrenadante.

OBSERVACIONES INTERPRETACION

6. Conclusiones:
1.

7. Cuestionario

Mencione que sustancias se trasporta por difusion en los pulmones.
2Qué es presidn osmobtica?

2 Qué es la presidn oncdtica?

2A gqué se denomina solucidén hipotdnica, isotdnica e hipertdnica?
Investiga las diferencias que existe entre fransporte pasivo y activo.

a0

Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

e Curtis H, Barnes NS. Biologia. 6 ed. Buenos Aires: Editorial Médica Panamericana;
2000

e  Membrana Celular [en line. [Consulta: 20 de febrero de 2017]]. Disponible en web:
http://www .bioclogia.edu.ar/cel_euca/la_membrana_celular.ntm
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SEMANA 6: TALLER NUCLEO CELULAR

PERMEABILIDAD SELECTIVA DE LA MEMBRANA CELULAR

SECCION 1, Docente:

Fecha Y STy S Duraciéon: 4 horas

Instrucciones: Leer y seguir las indicaciones para el desarrollo del taller.

1. OBIJETIVO

Conocer el fundamento molecular del transporte a través de las membranas

2. FUNDAMENTO
TRANSPORTE A TRAVES DE LAS MEMBRANAS.
Membranas Biolégicas: Modelo del MOSAICO FLUIDO

Un mosaico es una especie de rompecabezas en el que armamos una figura completa a
partir de partes mds pequenas. El agua, el aceite, los liquidos en general son fluidos.

Segun el MODELO DE MOSAICO FLUIDO, las membranas estdn formadas por dos capas de
fosfolipidos en la que se incluyen una gran variedad de proteinas, lipidos y carbohidratos.
Las partes constituyentes estan unidas pero conservan su independencia lo cual les permite
ciertos movimientos. Las membranas celulares dividen a las células en compartimentos (u
organelas), permitiéndoles realizar actividades especializadas dentro de pequenas dreas del
citoplasma, concentrar reactivos y organizar reacciones metabdlicas.

Hélice alfa de laproteina .
£ ‘:’E};b
’-? e &

Glicolipido =

“—.l Oligosacarido =,
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Segmento hidrofobo
de lahélice alfade |
la proteina

Colesterol
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Carbohidratos de membrana.

Se ubican exclusivamente en el lado extracelular, generalmente unidos a lipidos (que forman
la bicapa lipidica) o a proteinas y en conjunto forman el GLUCOCALIZ que participa en el
mecanismo de formacién de una superficie, en la permeabilidad, en el reconocimiento y en
la proteccidn celulares.

ESPACIO EXTRACELULAR
glucoproteina  glucoproteina Honsmembrana
transmembrana absorbida \
glucolipido
cubierta celular
(glicocalix)
.
P
Bicapa lipida _ =
.
CITOSOL

[ ® unidad de azlcar
Tomado de: genomasur.com

Lipidos de membrana

Encontramos dos tipos de lipidos en las membranas: los fosfolipidos y el colesterol.

Los fosfolipidos son moléculas anfipdticas y ya que anfi significa doble, patico viene de
empatia, afinidad, entonces estas moléculas tienen dos regiones hidréfoba e hidrofilica. Las
cabezas hidrofilicas atraerdn al agua forman ambas superficies de la bicapa y sus cadenas
hidréfobas de dcidos grasos, repelerdn al agua, se ubican en el interior.

Las moléculas de colesterol se ubican entre los fosfolipidos.

Cabeza hidrofiia
revpie gl

Cala hidrédfoba

Tomado de: biologia.edu.ar
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_

En la mayoria de las membranas los lipidos de la bicapa estdn en un estado fluido o liquido
cristalino, lo que permite a la molécula de lipido moverse rdpidamente en el plano de la
membrana. Las proteinas también se mueven dentro de la membrana. Las bicapas lipidicas
son flexibles, se auto sellan, es decir pueden volver a cerrarse si en un momento se sepan e
incluso pueden fusionarse con ofras membranas.

Proteinas de membrana

En las membranas encontramos diversos tipos de proteinas en la membrana. Las proteinas
integrales o intrinsecas de membrana estdn incluidas en la bicapa con su superficie
hidrofilica expuesta al entorno acuoso vy su superficie hidréfoba en contacto con el interior
hidréfobo de la bicapa. Las proteinas transmembranosas son proteinas integrales que se
extienden completamente a través de toda la membrana.

NH,
Pt

l-_?l:

lipid
bilayer

Las proteinas periféricas de membrana se asocian con la superficie de la bicapa, uniéndose,
generalmente, a regiones expuestas de proteinas integrales, y se pueden extraer faciimente
sin romper la estructura de la membrana. Mientras que las extrinsecas se anclan a una
proteina periférica.

Las proteinas de membrana tienen muchas funciones, por ejemplo, transportan materiales,
actlan como enzimas o receptores, reconocen a otras células y también las unen
estructuralmente.

Tipos de fransporte a través de las membranas

Las membranas bioldgicas son selectivamente permeables: permiten el paso de algunas
sustancias, pero no de oftras, regulando el paso de las moléculas que entran y salen de la
célula y de sus componentes, el volumen y la composicidn interna de iones y moléculas.
Las proteinas cumplen la funcién de tfransporte facilitando el paso de ciertos iones vy
moléculas cuyo paso no estd permitido. Cuando se unen al soluto especifico que van a
fransportar sufren una serie de cambios estructurales.

Existen dos mecanismos de transporte:

ucontinental.edu.pe | 44



c— Gestion Curricular

TRANSPORTE POR LA MEMBRANA

puede ser
]

Pasivo Activo
con movimiento con movimiento
h h
A favor del En contra del
gradiente gradiente
de tipo
requiere
h 4 h 4
v
Difusién Difusion Energia
simple facilitada
& mediante
MER e mediante
b h 4 h 4 h 4 v
Paso por Proteinas Proteinas Proteinas Bombas
bicapa canales transportadoras canales lénicas

3. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS
e Los estudiantes deberdn llevar los datos solicitados por el docente previamente.

e Papel y materiales de escritorio.
4. PROCEDIMIENTO y RESULTADOS

A. Siguiendo lo estudiado en la clase tedrica, traer ejemplos de cada uno de los tipos
de transporte a través de las membranas.

B. El docente organizara grupos de trabajo para preparar un material que permita
explicar el tipo de transporte que le toca al grupo.

5. CONCLUSION:

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

MANUAL DE PRACTICAS DE BIOLOGIA [en linea]. [Consulta: 07 de agosto de 2016]. Disponible
en web: www.serbi.ula.ve/serbiula/librose/pva/.../ManualBiologia.pdf

MANUAL PRACTICAS BIOLOGIA [en linea]. [Consulta: 07 de agosto de 2016]. Disponible en
web: https://es.scribd.com/doc/39559010/Manual-Practicas-Biologia-1.pdf

Oram, R. F. (2007). Biologia sistemas vivos. (1°. ed.). México: McGraw-Hill.
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SEMANA 7: Guia de practica N° é

ESTUDIO DE ORGANULOS CELULARES: MITOCONDRIAS Y CLOROPLASTOS

SECCION 1 DOCENTE: e

Fecha SR STy Duracion: 4 horas

Instrucciones: Leer con previsidn la presente Guia de prdctica y considerar las muestras bioldgicas
requerida por grupo o mesa de tfrabagjo.

1. Objetivos

- Reconocer mediante tincidon especial a las mitocondrias en células superiores.

- Reconocer a los principales plastidios vegetales como los cloroplastos en algas y
vegetales.

- Relacionar los procesos metabdlicos en orgdnulos de doble membrana como la
respiracion celular y la fotosintesis.

2. Fundamento Teérico
En células eucaridticas se puede observar dos organelos citoplasmdticas que comparten
el hecho de estar constituido por doble membrana, nos referimos a la mitocondria y al

cloroplasto el principal plastidios vegetal.

Plastos

Las mitocondrias son consideradas las maquinarias para la sintesis de ergomoléculas es
decir ATP. En su mitosol o matriz ocurre el ciclo de Krebs o ciclo del dcido tricarboxilico y
en la cresta, perteneciente a su membrana interna, ocurre la cadena respiratoria o
fosforilacion oxidativa en donde se produce la mayor sintesis de ATP.

Los vegetales presentan como organelos diferenciales, respecto a los animales, a los
plastidios. Dichas organelas pueden contener pigmentos o pueden sintetizar y acumular
diversas sustancias, como los Leucoplastos que son plastidios que no poseen pigmentos
puesto que almacenan sustancias de reserva. Asi tenemos a los Amiloplastos que
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almacenan almiddén, los Proteinoplastos que acumulan proteinas, los Elaioplastos que
contienen grasas y aceites esenciales. Los Cromoplastos son plastidios coloreados por
pigmentos mucho de los cuales son precursores de vitaminas o constituir antioxidantes a
neutralizar radicales libres como el Caroteno que presenta un pigmento de color naranja,
el Licopeno de color rojo, la Xantofila de color amairillo y los Cloroplastos que presentan
un pigmento de color verde y cuya funcién principal es realizar la fotosintesis.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
item | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio dptico compuesto Fuente de luz LED 3
3.2. Materiales
item | Material Caracteristica Cantidad
1 Placas Petri Vidrio 3
2 Piceta Con agua destilada 1
3 Ldminas porta y cubre objetivos Sin uso 6
4 Pinzas Metdlica 3
5 Hoja de afeitar 1
6 Papel filfro Cuantitativo 3

3.3. Reactivos

item | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Verde Janus Diluido en 1:10000 en gotero | 50 ml
2 Lugol En gotero S50 ml
3 Azul de metileno En gotero 50 mi

Los estudiantes deberdn traer Hoja de Elodea, Aji amarillo, Zanahoria, Tubérculo de
papa, Betarraga como parte de las muestras bioldgicas que deberdn ser procesadas.

4. Indicaciones

4.1 Durante el procesamiento de la muestra de origen vegetal siempre deberd
permanecer hiUmedo y sobre el papel filiro en la placa Petri.
4.2 El uso de la hoja de afeitar o en su defecto el bisturi, durante el procesamiento de
la muestra, se realizard con el mayor cuidado.
5. Procedimientos y resultados

A.Observaciéon de mitocondria en epitelio bucal
1. Con una lédmina limpia portaobjeto y mediante un raspado suave obtener una
muestra de la mucosa bucal.
2. Realizar un frotis extendiendo la muestra con otfra Idmina.
. Dejar secar la ldmina con la muestra al medio ambiente.
4. Cubrir la muestra con suero fisioldgico, lugol y otro con Verde Janus durante 5
minufos.

w
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5. Eliminar el exceso de suero, colorante respectivamente y dejar secar al medio
ambiente.
6. Observar al microscopio con objetivos de 10X, 40X y 100X.

B. Observacion de plastidios en vegetales

Cloroplastos: Se localizan en las hojas debajo de la epidermis superior en el tejido que

corresponde al parénguima clorofiliano o clorenquima.

1. Seleccionar una hoja joven de Elodea y realizar un corte transversal lo mds delgado
posible haciendo uso de una hoja de afeitar y colocarla sobre una gota de agua
en una ldmina portaobjeto.

2. Cubrir la muestra con una laminilla.

3. Observar al microscopio con objetivo de menor y mayor aumento.

Cromoplastos: Son organelas con pigmento no fotosintético. Dichas organelas

presentan formas variadas (redondeadas, elipticas o aciculares).

1. Redlizar cortes finos de zanahoria, aji amarillo, betarraga sobre una Idmina
portaobjeto.

2. Colocar una gota de agua sobre el corte.

3. Cubrir la muestra con una laminilla.

4. Observar al microscopio con objetivo de menor y mayor aumento.

Amiloplastos: Son plastidios de almacén que contienen almidén como sustancia de
reserva energética.

1. Sobre una ldmina portaobjeto colocar una gota de Lugol.

2. Agregar un trozo delgado de papa.

3. Cubrir la muestra con una laminilla.

4. Observar al microscopio con objetivo de menor y mayor aumento.

6. Resultados:

MUESTRAS OBSERVACION DE MITOCONDRIAY PLASTIDIOS
OBJETIVO 10X OBJETINO 40X OBJETIVO 100X
Epitelio bucal
Hoja de
elodea
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MUESTRAS OBSERVACION DE MITOCONDRIAY PLASTIDIOS
OBJETIVO 10X OBJETNO 40X OBJETIVO 100X
Aji amarillo
Zanahoria
Betarraga
Papa

Conclusiones:
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Cuestionario

1. 3Qué indica la teoria endosimbidtica respecto al origen de las mitocondrias?

2. s3En qué etapa ocurre especificamente los procesos de descarboxilacién en la matriz
mitocondrial?

3. 3Por qué las mitocondrias fijan el Verde de Janus?

4. 5Qué funcion cumplen los plastidios en las células vegetales?

5. 3Cudles son las etapas de la fotosintesise

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e Audesirk G. Byers B. Biologia la Vida en la Tierra. 9ne ed. Espana: Pearson Educacion;
2013.

e Estructuras de las Células Vegetales [en linea [Consulta: 21de febrero de 2017]].
Disponible en web:

http://www.ck12.org/book/CK-12-Conceptos-Biolog%wC3%ADa/section/2.10/

SEMANA 8: EVALUACION PARCIAL

ucontinental.edu.pe | 50



— Gestion Curricular

SEMANA 9: Guia de practica N° 7

EXTRACCION Y ANALISIS DEL ADN

SECCION 1 DOCENTE: s

Fecha Y SRSy S Duracion: 4 horas

Instrucciones: Leer con previsién la presente Guia de prdctica a fin de interpretar los procesos que se
llevaran a cabo en la prdctica.

1. Objetivos
- Obtener ADN de muestras biolégicas.
- Purificar y evaluar la composicion de bases nitrogenadas del ADN obtenido.
- Interpretar la informacién obtenida.

2. Fundamento Teédrico

INTRODUCCION

La biologia molecular es una de las herramientas mds Utiles de las que se vale
hoy en dia la ciencia y la medicina moderna. La obtencidén de dcido
desoxirribonucleico (ADN), es el punto de partida para la mayoria de andlisis
genéticos; incluso contando con pequenas cantidades. El ADN se encuentra en
el interior del nUcleo de todas las células, disperso y muy replegado, unido a
proteinas para formar la cromatina. Por lo tanto, podremos extraerlo a partir de
prdcticamente cualquier material de origen bioldgico. La extraccién de ADN
requiere una serie de etapas bdsicas. En primer lugar, tienen que romperse la
pared celular y la membrana plasmdatica para poder acceder al nicleo de la
célula. A continuaciéon, debe romperse también la membrana nuclear para
dejar libre el ADN. Por Ultimo, hay que proteger el ADN de enzimas que puedan
degradarlo y para aislarlo hay que hacer que precipite en alcohol. El objetivo de
los pasos de purificacion es separar el DNA de materiales contaminantes, como
RNA y proteinas. Para lo cual es necesario homogeneizar el tejido disgregdndolo
y separando sus células y demds componentes, luego romper las células para
separar el nicleo y romper éste para liberar el ADN, separarlo de las proteinas y
precipitarlo para separarlo de la solucién acuosa. El ADN (y también algo de
ARN) aparecerd entonces como un agregado de fibras blanquecinas de
aspecto mucoso que se adhieren a una varilla de vidrio o a la pipeta.

Espectro de absorciéon de bases nitrogenadas:

Debido a que la absorbancia es proporcional al grosor de una muestra y la concentraciéon
de la sustancia en ésta, es necesario analizar la longitud de onda (A) adecuada para cada
muestra, en nuestro caso para cada nucledtido. Como cada sustancia tiene unas
propiedades espectrales Unicas, distintas sustancias producen distintos espectrogramas. Esto
se debe a que cada sustancia tiene un arreglo de dtomos tridimensional particular que hace
que cada sustancia tenga caracteristicas Unicas. Al ser expuestos a la luz del
espectrofotdbmetro, algunos electrones de los dtomos que forman las moléculas absorben
energia entrando a un estado alterado.
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Adenina
Citosina
Guanina

Agua
destilada

3.0

2.8
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2 3
02 ..
...... 0.2
2.8 2.8

Tabla 1. Componentes de mezcla de cada tubo trabajado a medir su absorbancia.

Al recuperar su estado original, la energia absorbida es emitida en forma de fotones. Esa
emisién de fotones es distinta para cada sustancia, generando un patrén particular, que
varia con el largo de onda usado. Dependiendo del largo de onda, serd la cantidad de
energia absorbida por una sustancia, lo que logra generar un espectro particular al graficar
Abs vs. . Denominamos espectro de una sustancia a la representacion de absorbancia (A)
en funcién de longitud de onda (A), este grdfico presenta ondulaciones con mdaximos vy
minimos. Para hacer las determinaciones cuantitativas se elige, en general, la longitud de
onda correspondiente a un mdaximo, pues el error de medicidon es minimo vy la sensibilidad
maxima. Estos se muestran en la tabla siguiente:

A (nm)

235
240
245
250
255
260
265
270
275

280

Interpretacion:

Adenina

1.395

1.833

2.20

2.32

2.39

2.42

2.36

2.22

1.99

1.468

Citosina

0.206

0.233

0.310

0.450

0.620

0.820

0.999

1.090

1.074

0.901

Guanina

0.600

0.794

0.845

0.800

0.690

0.600

0.580

0.579

0.556

0.483

Tabla 2. Espectro de absorcién de bases.

> La grdfica para la adenina (en rojo) mostrard un pico mdximo a una longitud de onda
de 260, con un absorbancia mdéxima de 2.42.
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» La grdfica para la citosina (en celeste) mostrard un pico mdximo a una longitud de

onda de 260, con un absorbancia mdxima de 1.090.

> La grdfica para la guanina (en marrén) mostrard un pico méximo a una longitud de

onda de 260, con un absorbancia mdxima de 0.845.

Andlisis espectrofotométrico del DNA

Los dcidos nucleicos absorben eficientemente luz ultravioleta debido a la presencia de
bases aromdticas nitrogenadas a lo largo de las cadenas de DNA. La absorcidn de UV de
DNA es una caracteristica de la molécula, que es usada eficientemente para determinar su
concentracion. Cada una de las bases tiene su propio y Unico espectro de absorciéon y por
lo tanto contribuye de manera diferente a la propiedad total de absorcidén de UV de una
molécula de DNA.

3. Equipos, Mat

eriales y Reactivos

3.1.Equipos:
item | Materiales Caracteristica Cantidad
1 Incubadora A 58°C 1
2 Espectrofotémetro Con 5 cubetas 1
3 Centrifuga 5000 rpm
4 Balanza 1
5 Termdmetro 0 -50°C 1
3.2. Materiales
item | Materiales Caracteristica Cantidad
1 Mortero con pilén Porcelana 1
2 Beaker 25,50, 100 ml 3
3 Gasa estéril paquete 1
4 Tubos de ensayo con gradilla 5
5 Bagueta de vidrio 1
6
3.3.Reactivos
item | Reactivos Caracteristica Cantidad
1 Solucion A: NaCl + EDTA | En frasco 100ml
etiquetado
2 Soluciéon B: NaCl 15M En frasco 100ml
etiquetado
3 Solucién C: NaCl0,1M + | En frasco 100ml
Citrato de Na 0.01M etiquetado
4 Solucién de LISIS: En frasco 100ml
SDS 1% + EDTA 0.3% + efiquetado
NaCl 0.9%
5 Cloroformo En frasco 50ml
6 Alcohol isoamilico 100ml
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7 EDTA 50ml
8 SDS 20ml
9 Etanol En frasco 100ml
10 Etanol frio En frasco 100ml
11 Hielo En bandeja 5 vasitos
12 NaOH En frasco N

0JO: los estudiantes deberdn traer las gbnadas de Argopecten: conchas de abanico del
mercado frescas, y 25 g de Pisum safivum: arvejitas congeladas. Dejar en la refrigeradora de
la universidad hasta la realizacion de la préctica.

4 PROCEDIMIENTO Y RESULTADOS
A. Extraccion del DNA de génadas de Argopecten:

1. Homogenizacién de la muestra en un mortero, provocando la lisis celular, con la adicidon
de 20 ml de la solucién “A": NaCl y EDTA que permite la inactivacion de las nucleasas
evitando asi algun dano al DNA por esta enzima.

2.Resuspension del precipitado, pasarlo a un beaker de 25 mly adicionar 5mL de la solucion
“A"y 0.5ml de SDS, permitird obtener una mayor solubilizacion de las membranas por accién
de este detergente.

3.Desproteinizado de la mezcla, empleando altas concentraciones de sales: solucién “B™, 10
ml, crea un medio hiperténico en el cual el agua de la superficie de las proteinas serd
retirada por la sal provocando su precipitacién.

4.Separacién del DNA, adicionar a la mezcla final solventes orgdnicos como cloroformo 10ml
y 10 ml de alcohol isoamilico permitird precipitar proteinas del sobrenadante y evitar la
formacion de espuma respectivamente.

5.Concentracién del acido nucleico, luego de una centrifugacion, al adicionar etanol frio se
obtendrd una mezcla donde el DNA se encuentra en la superficie de esta, debido a que las
combinaciones de las sales con el dcido nucleico forman complejos que presentan una
solubilidad muy baja en el alcohol. La extraccion del DNA en forma de fibras se transportan
a una solucion “C” (NaCl 0,1M y citrato de Na 0.01M ) para su disolucion .

e

LA sobrenadante

B. Exiraccion de DNA de Pisum sativum

1.Se homogenizan en el mortero 12 gr. de muestra congelada de Pisum satfivum con 25 ml
de solucion Lisis (SDS 1%, EDTA 0.3 %, NaCl 0.9 %) por un tiempo mdaximo de 5 minutos. Ello nos
permitird lisar las membranas: cuando el detergente (SDS) 0.5 ml, entra en contacto con la
célula, captura los lipidos y las proteinas de la membrana lo cual libera el ADN, ademds
inhibe cualquier actividad nucleasa en la preparacion; Se anade 5ml de EDTA, que es un
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agente quelante que actiua removiendo traza de metales necesarios por endonucleasas
para actuar. De esta manera se previene que las endonucleasas que estan presentes en el
citoplasma de la célula actien degradando el DNA.

2.Se transvasa el homogenizado a un beakery se incuba a 58 °C por un fiempo de 15 minutos
para terminar de lisar al méximo las membranas vy liberar el DNA. El calor suavizard los
fosfolipidos (grasas) en las membranas que rodean la célula y el nicleo. También
desactivard (desnaturaliza) a las enzimas desoxirribonucleasas (ADNasas) las cuales, si estdn
presentes, pueden cortar el ADN en pedazos tan pequenos que lo haria imposible de ver. Si
las enzimas se desnaturalizan y el ADN se desenrolla, éste pierde su formay se vuelve inactivo.
Después, enfriamos el beaker durante 10 minutos a 2 °C, asegurando el estado del DNA.

Sl

H %
- P+

Célula Detergente

: '!_A)p, .
b ? ’
?Jg?u %

Fig 1. Cuando el detergente entra en contacto con la célula, captura los lipidos y las
proteinas lo cual libera el ADN.

3.Se filtra la solucién utilizando gasa estéril. Se precipita el DNA de la solucién obtenida
empleando 2 volimenes de etanol frio, el que competird con el DNA por el agua,
deshidratdndolo y llevdndolo al fondo del tubo. Esto debe ser de forma lenta y por las
paredes del beaker. El ADN precipita en la interfase de agua y alcohol (la interfase es la zona
enfre el agua y el alcohol). Por esto, es crucial verter el alcohol muy despacio de manera
gue forme una capa sobre la solucidon acuosa. Si el alcohol se mezcla con el agua, este se
diluye demasiado y el ADN no se precipitard. De esta manera, se observard el DNA en forma
de filamentos los que serdn recuperados con ayuda de una bagueta delgada girando en
senfido horario en forma continua. Una vez obtenidas las fibras de DNA, se colocan en un
tubo de ensayo con solucion C (NaCl 0.1 My Citrato de Sodio 0.01 M) realizando movimientos
circulares en sentido contrario al empleado para extraerlo (anfihorario).

Andlisis espectrofotométrico del ADN:

A. Preparar 3 mL de una solucién de DNA vy solucion C (NaCl 0.1 M y Citrato de Sodio 0.01
M) en la proporcion de 1:10, para las muestras de DNA de Argopecten y Pisum sativum.

Tuka 1 Tubo 3
DN Argopecten DNA P sgbiviien

3FmL zalc Fmk zalc

Luego llevar espectrofotdmetro registrando las lecturas:
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Absorbancia Tubo 1 Tubo 3

1:10 a 260nm

1:3a 260 nm

Si los valores de absorbancia para ambos tubos no alcanzan el rango de 0.500 se procede
a obtener unas nuevas diluciones de las muestras, esta vez en una proporcidén de 1:3 para
una solucion de 3 mL de DNA vy sol. C, las lecturas deberian estar en el rango pedido.

B. A partir de estos DNA, preparamos tubos de 2 ml cada uno, a dos de los cuales se
agregard Hidréxido de sodio TN y agua destilada a los otros dos de acuerdo al esquema,
con el propdsito de llevar el DNA de un estado nativo (doble cadena) a un estado
denaturado (cadena simple).

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4
DN Argopecten ONA Argopecten ONA P sativien DONA P sativam

1 mL DA, A, 1 mL Dkl 2, 1 mL DhA & 1 mL DA
1 L Agus dest. 1 mL MaOH 1 mL Agus dest. 1 mL MaoH

Medir las absorbancias de los tubos 2 y 4 a 260 nm; y los tubos 1y 3 a 280 nm, registrar las
lecturas:

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4

A260

A2g0 - -
Conservar los datos para el taller de evaluacién del ADN, la siguiente semana.

6. Conclusiones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e Salomon E, Berg L, Martin D. Biologia. 5@ ed. México: McGraw-Hill, Interamericana; 2001.

e Herencia de los Grupos Sanguineos [en linea. [Consulta: 20 de febrero de 2017]].
http://ficus.pntic.mec.es/rmag0063/recursos/php/grupos_sanguineos/los_grupos_sangui
neos.php
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SEMANA 10: TALLER DE EVALUACION DEL ESTADO DEL ADN

SECCION 1 DOCENTE: i

Fecha RN SRRy S Duracién: 4 horas

Instrucciones: Leer con prevision la presente Guia de prdctica a fin de interpretar los procesos que se
llevaran a cabo en la prdctica.

1. Objetivos

 Analizar el estado de desnaturalizaciéon, de concentracion y grado de pureza del ADN
obtenido en la prdctica anterior.

2. Fundamento Teérico

La biologia molecular es una de las herramientas mds Utiles de las que se vale
hoy en dia la ciencia y la medicina moderna. La obtencién de dcido
desoxirribonucleico (ADN), es el punto de partida para la mayoria de andlisis
genéticos; incluso contando con pequenas cantidades. El ADN se encuentra en
el interior del nUcleo de todas las células, disperso y muy replegado, unido a
proteinas para formar la cromatina. Por lo tanto, podremos extraerlo a partir de
prdacticamente cualquier material de origen bioldgico. La extraccién de ADN
requiere una serie de etapas bdsicas. En primer lugar, tienen que romperse la
pared celular y la membrana plasmdtica para poder acceder al nicleo de la
célula. A continuacion, debe romperse también la membrana nuclear para
dejar libre el ADN. Por Ultimo, hay que proteger el ADN de enzimas que puedan
degradarlo y para aislarlo hay que hacer que precipite en alcohol. El objetivo de
los pasos de purificacion es separar el DNA de materiales contaminantes, como
RNA vy proteinas. Para lo cual es necesario homogeneizar el tejido disgregdndolo
y separando sus células y demds componentes, luego romper las células para
separar el nicleo y romper éste para liberar el ADN, separarlo de las proteinas y
precipitarlo para separarlo de la solucién acuosa. El ADN (y también algo de
ARN) aparecerd entonces como un agregado de fibras blanquecinas de
aspecto mucoso que se adhieren a una varilla de vidrio o a la pipeta.

3. Equipos, Materiales y Reactivos
- Equipo de multimedia y pizarra para el andlisis de los datos.
- Cuadernos de apunte con las anotaciones de la prdctica anterior.

4. Procedimiento y resultado

A. Estado del DNA

La denaturalizacion de una molécula de ADN de doble cadena implica la separacién de
las dos hebras. Esto se consigue aumentando el pH hasta niveles en los que todas las bases
se encuentren desprotonadas vy, por tanto, no se establezcan puentes de hidrégeno. Este
método permite obtener dos moléculas de ADN de cadena sencilla sin conformacion
alguna en la gque no hay puentes de hidrogeno ni apilamiento de bases, partiendo de una
doble hélice.
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Realiza los siguientes cdlculos de la desnaturalizacién del ADN con los resultados obtenidos
la prdctica anterior:

DNA Argopecten:
Abs 260 tubo 1 100%

Abs 260 tubo 2 X X= Y%

Si hay un exceso sobre el 100%, se deduce que el DNA Argopecten del fubo 1 ya se
encontraba denaturado, de lo contrario estaba en estado nativo.

Resultado:

DNA Pisum sativum:
Abs 260 tubo 3 100%

Abs 260 tubo 4 X X= %

Si hay un exceso sobre el 100%, se deduce que el DNA Pisum safivum del fubo 3 ya se
encontraba denaturado, de lo contrario estaba en estado naftivo.

Resultado:

B. Concentiracién de DNA

DNA Argopecten:
Se utiliza la siguiente férmula:
Tmg/ml DNA 27 unidades Aaso
X 0.331 unidades A2 X =12.26 x 10-* mg/ml DNA

El fubo 1 contenia 3 mL de Sol.C:
1 ml Sol.C 12.26 x 103 mg/ml DNA
3 mlSol.C X mg/ml DNA Donde X=
Como el DNA se obtuvo de una muestra de 5 mL:
1 mL X= mg/ml DNA
5mL Y= mg DNA

La concentracion de DNA Argopecten es de 12.26 x 103 mg/ml DNA obtenido de una
muestrade Y = mg DNA.

DNA Pisum sativum:
Se utiliza la siguiente férmula:

1Tmg/ml DNA 20 vnidades Azs0

X 0.204 unidades A2¢0 X' =10.20 x 10-* mg/ml DNA
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El fubo 1 contenia 3 mL de Sol.C:
1 mlSol.C 10.2 x 103 mg/ml DNA
3 mlSol.C X mg/ml DNA Donde X =

Como el DNA se obtuvo de una muestra de 5 mL:

I mL X mg/ml DNA
SmL Y mMmgDNA DondeY =
Se obtuvo de una muestrade Y = mg DNA Pisum sativum una solucién con una

concentraciéon de 10.2 x 103 mg/ml DNA.
C. Grado de Pureza

El cociente A2/A20 da una estimaciéon de la pureza de los dcidos nucleicos: una
preparaciéon pura de DNA tiene un valor de Azo/A2so de 1,8 y 2,0 respectivamente. Valores
significativamente menores indican contaminacion con proteinas y por consiguiente, no serd
posible cuantificar con precisidon la cantidad de dcidos nucleicos.

Determinacién de impurezas en DNA Argopecten:

Ao 0.331 /A0 0.158 =

Resultado indica:

Determinacién de impurezas en DNA Pisum sativum:
Ao 0.204/ Ao 0.134 =

Resultado indica:

5. Conclusiones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

De Robertis EDP, Ponzio, HIB. Biologia Celular y Molecular. 159vaed. Buenos Aires: El Atfeneo;
20083.

Lépez AM. Manual de Bioquimica vy Biologia Molecular. México: McGraw-Hill
Inferamericana;2000.

Panduro, A. Biologia Molecular en la Clinica. México: McGraw-Hill Interamericana; 2000.
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SEMANA 11: TALLER DE PROBLEMAS SOBRE ADN

SECCION 1 DOCENTE: e

Fecha Y STy S Duracion: 4 horas

Instrucciones: Los estudiantes deberdn leer con anticipacién la informacion dispuesta para el taller.

1. Objetivos
. Resolver problemas aplicativos sobre los conocimientos obtenidos las Ultimas dos semanas.

2. Fundamento Teérico

La biologia molecular es una de las herramientas mds Utiles de las que se vale
hoy en dia la ciencia y la medicina moderna. La obtencidén de dcido
desoxirribonucleico (ADN), es el punto de partida para la mayoria de andlisis
genéticos; incluso contando con pequenas cantidades. El ADN se encuentra en
el interior del nUcleo de todas las células, disperso y muy replegado, unido a
proteinas para formar la cromatina.

3.Equipos, Materiales y Reactivos

- Equipo de multimedia y pizarra para el andlisis de los datos.
- Cuadernos de apunte con las anotaciones de la practica anterior.

4.Procedimiento y resultado

Teniendo en cuenta los conocimientos adquiridos en las dos prdcticas anteriores y en la
teoria, resolver los siguientes problemas:

1. En el DNA de ciertas células bacterianas, el 13% de los nucledsidos son adenosina
sCudles son los porcentajes de los otros nucledsidos?

2. EIDNA del bacteridfago M13 tiene la siguiente condicion de bases: 23 % A, 36 % T, 21
% G, 20 % C. 3Qué puede deducir del DNA de este fago?

ucontinental.edu.pe | 60




— Gestion Curricular

3. Calcular la longitud de in duplex de DNA cuyo peso molecular es de 3x107. Cudl es
el volumen ocupado por una molécula de ese DNA. Cudntas vueltas helicoidales
contfiene ese DNA.

Sabiendo que: PM = 3x107 gr/mol, PMpb = 618 gr/mol y N° de pb por vuelta 10

4. El peso molecular del DNA del bacteriéfago T4 de doble cadena es 1.3x108.
a) scudntos aminodcidos pueden ser codificados por el DNA del T42

b) sCudntas proteinas diferentes de peso molecular 55.000 puede ser codificado por
DNA T42

Sabiendo que:
333 aa = 1 proteina de 37 000 daltons
495 aa = 1 proteina de 55,000 daltons

5. Lalongitud del DNA de una célula humana haploide es de 3.3 x10? pares de bases
(pb). Asumiendo que todo se encontrase en forma de doble hélice de tipo B.
sCalcular cudl seria su longitud en metros?

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e  MANUAL DE PRACTICAS DE BIOLOGIA [en linea]. [Consulta: 07 de agosto de 201¢].
Disponible en web: www.serbi.ula.ve/serbiula/librose/pva/.../ManualBiologia.pdf
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SEMANA 12: TALLER DE ESTUDIO DE CASOS

SECCION 1 DOCENTE: i

Fecha RN SRRy S Duracién: 4 horas

Instrucciones: Leer con prevision la presente Guia de prdctica a fin de interpretar los procesos que se
llevaran a cabo en la prdctica.

1.0bjetivo
» Andlizar el estado de desnaturalizacion, de concentracion y grado de pureza del ADN
obtenido en la prdctica anterior.

2.Fundamento tedrico

La biologia molecular es una de las herramientas mds Utiles de las que se vale
hoy en dia la ciencia y la medicina moderna. La obtencién de dcido
desoxirribonucleico (ADN), es el punto de partida para la mayoria de andlisis
genéticos; incluso contando con pequenas cantidades. El ADN se encuentra en
el interior del nUcleo de todas las células, disperso y muy replegado, unido a
proteinas para formar la cromatina.

3.Procedimiento

A. Se procederd a la formacién de grupos de mdaximo 5 estudiantes.
B. Cada grupo asumird uno de los siguientes temas:
a. Radicales libres como causa de envejecimiento.
b. Defectos de los canales idnicos y fransportadores en la produccién de
enfermedades.
c. Trastornos por defectos en la actividad lisosémica.
d. Consecuencias del sistema de reparaciéon del ADN.

C.Los estudiantes de cada grupo deberdn investigar sobre el tema asignado y preparar el
material necesario para la exposicidon de sus resultados en la clase prdctica.

4. Conclusion

Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

De Robertis EDP, Ponzio, HIB. Biologia Celular y Molecular. 159vaed. Buenos Aires: El Ateneo;
2003.

Lopez AM. Manual de Bioguimica vy Biologia Molecular. México: McGraw-Hill
Intferamericana;2000.
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SEMANA 13: TALLER DE INTRODUCCION A LA TRANSFORMACION BACTERIANA

SECCION 1 DOCENTE: i

Fecha RN SRRy S Duracién: 4 horas

Instrucciones: Leer con prevision la presente Guia de prdctica a fin de interpretar los procesos que se

llevaran a cabo en la prdctica.

1. Objetivos

» Aprender las bases tedricas de la transformacién bacteriana en el laboratorio de
biotecnologia.
* Redlizar los pasos de preparaciéon a la transformacion bacteriana.

2. Fundamento tedrico

En esta prdctica vas a realizar un procedimiento denominado transformacion genética.
Recuerda que un gen es un fragmento de ADN que codifica una proteina, la cual
proporciona al organismo una determinada caracteristica. Transformacién genética
literalmente significa cambio originado por genes, e implica la insercién de un gen en un
organismo para modificar alguna de las caracteristicas del organismo. La transformacion
genética se utiliza en muchas dreas de la biotecnologia. En agricultura, se pueden introducir
por transformacién en las plantas los genes que codifican caracteristicas como la resistencia
al frio, alos pesticidas o a la sequia. En biodegradacion, las bacterias se pueden transformar
con genes que las hagan capaces de digerir los vertidos accidentales de petrdleo. En
medicinag, las enfermedades originadas por genes defectuosos se estdn empezando a tratar
con terapia génica, mediante la fransformacién de las células del paciente con copias del
gen, que carecen de la anomalia que produce la enfermedad.

Se usard un protocolo para transformar bacterias con un gen que codifica una proteina
denominada GFP (Green Fluorescent Protein). La fuente natural de este gen es una medusa
fosforescente llamada Aequorea victoria, en el cual la GFP es la responsable de que la
medusa brile o emita fluorescencia en la oscuridad. Después de la transformacion, las
bacterias expresan el gen de la medusa y sintetizan la proteina, lo que les permite emitir un
color verde brillante cuando son expuestas a luz ultravioleta.

En esta prdctica, aprenderds el proceso de transferir genes de un organismo a ofro
mediante un pldsmido. Ademds de un cromosoma, las bacterias suelen contener uno o mas
pequenos fragmentos de ADN denominados pldsmidos. Un pldsmido suele contener genes
que favorecen la supervivencia bacteriana. En la naturaleza, las bacterias pueden
transferirse estos pldsmidos para compartir sus genes beneficiosos o ventajosos. Este
mecanismo permite a las bacterias adaptarse a nuevos ambientes. El reciente incremento
de la resistencia bacteriana se debe a la tfransmisién de pldsmidos.

El pldsmido pGLO de BioRad contiene el gen para la sintesis de la proteina GFP y un gen de
resistencia al antibidtico ampicilina. pGLO también contiene un sistema especial de
regulacion de genes que se puede usar para confrolar la expresidn de la proteina
fluorescente en las células transformadas. El gen para sintetizar GFP se puede activar en las
células transformadas simplemente anadiendo arabinosa al medio de cultivo. La seleccién
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de las células que se han transformado con el pldsmido pGLO se realiza observando el
crecimiento en placas con antibidtico. Las células transformadas aparecerdn blancas
(fenotipo salvaje) en placas que no contengan arabinosa, y de color verde fluorescente
cuando se anada arabinosa al agar.

Tendrds a tu disposicidn los materiales y protocolos para realizar la transformacion. Tus tareas
serdn:

1. Realizar la transformacion.

2. Determinar el grado de éxito obtenido en la alteracion genética del organismo.

INDICACIONES PRINCIPALES

Lo md&s importante es que los estudiantes anadan los compuestos adecuados en los tubos y
placas correspondientes. Por ello, la rotulacion de los tubos y la organizacion previa de la
prdctica es esencial para que ésta se lleve a cabo correctamente.

Técnicas bdsicas de laboratorio

Técnica de esterilizacién

En cualquier técnica microbioldgica es imprescindible no introducir bacterias
contaminantes en el experimento. Dado que las bacterias contaminantes se encuentran en
todas partes (los dedos, la mesa, etc.) esimportante evitar que el material entre en contacto
con esas superficies. Cuando los estudiantes estén trabajando deben evitar tocar el extremo
del asa de siembra, la punta de la pipeta y el agar de la placa y asimismo deben evitar que
entren en contacto con cualquier superficie contaminada. En todo momento conservar las
condiciones de esterilidad.

Uso de la pipeta
Antes de comenzar la prdctica, explicar alos estudiantes el manejo de las pipetas, haciendo
hincapié en su graduacion. Se empleardn voliUmenes de 100 y 250 pl, y también de 1 ml.

Trabajar con E. coli

El organismo utilizado en este kit, una cepa de E. coliK -12, el vector que contiene la proteina
recombinante GPF, y las células transformadas que se forman por combinacién de los
anteriores, no son organismos patdégenos como por ejemplo el E. coli O157:H7, que es
conocido por su implicacién en toxiinfecciones alimentarias. Sin embargo, el manejo del E.
coli K-12 del kit debe hacerse seguin las normas estdndar de seguridad microbioldgica. Entre
ellas podemos citar: Las superficies de trabajo se desinfectan antes de empezar la prdctica
y cada vez que se produzca un derrame accidental. Todos los residuos liquidos o soélidos
deben ser desinfectados antes de tirarse, sumergiéndolos en la solucién de lejia al 1'%. Se
deben lavar las manos: (i) después de manejar material con moléculas de ADN
recombinante, y (ii) antes de salir del laboratorio. Todos los procedimientos se realizardn con
precaucién para minimizar la formacién de aerosoles. Se utilizardn pipeteadores manuales,
estando prohibido pipetear con la boca. Estd prohibido comer, beber, fumar y aplicarse
cosméticos en la zona de trabajo. Se recomienda el uso de gafas protectoras y guantes.

Desinfeccién y eliminacion del material

Si no se dispone de autoclave, todas las soluciones y material (asas de siembra y pipetas)
contaminados se dejan en una solucién de lejia al 10% durante al menos 20 minutos. Se debe
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situar un recipiente con esta solucidn desinfectante en cada puesto de trabajo. Todas las
asas de siembra y pipetas se deben esterilizar. Las placas Petri se esterilizan cubriendo el agar
con la solucién de lejia al 10% durante 1 hora o mds, y eliminando luego el liquido por la pila.
Después, las placas envueltas en bolsas dobles se pueden depositar en la basura. Se
recomienda el uso de gafas de seguridad cuando se aplique la solucidn de lejia.

Lamparas ultravioleta

La radiacién UV puede daiar los ojos vy la piel. La luz UV de onda corta es mds daiina que
la de onda larga. La l[dmpara de UV recomendada por BioRad es de onda larga. Si es
posible, usar gafas protectoras de seguridad.

Incubacién

Este protocolo estd disenado para usar una estufa a 37 °C. La transformacion se puede
realizar sin usar la estufa, pero entonces el nUmero de dias necesarios para que crezcan las
colonias dependerd de la temperatura ambiental. Los mejores resultados se observan con
cultivos de 24-48 horas y con colonias con medidas de 1 -1.5 mm de didmetro. La
refrigeracién de las placas reducird significativamente la eficacia de la tfransformacién. La
temperatura 6ptima de crecimiento de E. coli es de 37 °C y temperaturas inferiores
producirdn una tasa de crecimiento menor. A 28 °C se necesitan 2 dias de incubacion para
obtener colonias de tamafo adecuado. A 21 °C son necesarios 3 dias de incubacion.

Indicaciones metodolégicas

Técnicas bdsicas

¢ Transferencia de colonias bacterianas de las placas de agar a los tubos. Al coger una
colonia de las placas de cultivo, se puede caer en la tentacidon de coger mds células de
las necesarias. Conviene recordar que una sola colonia de 1 mm de didmetro contiene
millones de células.

o Transferencia de ADN La transferencia del pldsmido desde el tubo a la solucidn de
transformacion es crucial. Los estudiantes deben mirar atentamente al asa de siembra
para comprobar que hay una fina pelicula de la solucién plasmidica en el anillo. Es similar
a una pelicula de jabdn en una aro para hacer pompas de jabdn.

e Choque térmico. El procedimiento utilizado para favorecer la captacién de ADN extrano
se denomina chogue térmico. Es importante que los estudiantes sigan los tiempos
recomendados. También es importante el cambio brusco de temperatura y la duracion
del choque térmico. Para obtener dptimos resultados, los tubos con la suspensidon celular
se deben sacar directamente del hielo, situarlos en un bano a 42 ° C durante 50 segundos
y ponerlos inmediatamente en hielo otra vez. Por ejemplo, si no hay choque térmico se
producirdn una décima parte de transformaciones, o si la duracién del choque es de 90
segundos se obtendrdn la mitad de transformaciones que con 50 segundos.

o Siembra de las células fransformadas y células control La adicidén de demasiado medio
de transformacion a las placas es contraproducente ya que las placas no pueden
absorber el exceso de liquido y la siembra serd desigual. El paso de la suspension
bacteriana de los tubos a las placas Petri se debe hacer con cuidado. Las bacterias se
depositan en el fondo de los tubos, por lo que los alumnos deben agitar los tubos. Para
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ello debe coger la parte superior del tubo con los dedos pulgar e indice y se debe
golpear ligeramente el fondo del fubo con el dedo indice de la ofra mano. Asegurate
de que los alumnos golpean el tubo con el dedo o bien agiten la suspensidon con la
pipeta antes de la siembra. También debes asegurarte de que los alumnos tapen las
placas Petri una vez hayan realizado la extensidon de la suspensidn bacteriana.

¢ Almacenamiento debes conservar las bacterias transformadas con pGLO en placas de
LB/amp/ara. Lo mejor es almacenar las placas con el medio hacia arriba en un sitio frio,
como la nevera. Esto mantendrd vivas a las células pero impedird que crezcan hasta
que las necesites. Almacenar las placas boca abajo evita que la humedad se condense
y caiga sobre las colonias. Las placas se deben utilizar en un plazo de 2 -4 semanas. Si se
van a amacenar mds tiempo, se deben precintar con Parafim para evitar su
deshidratacién

Indicaciones tedricas

e Medios de cultivo Los medios de cultivo liquidos y sélidos denominados caldo LB (Luria y
Bertani) y agar LB, se elaboran a partir de un exfracto de levaduras y productos de
degradacién enzimdtica de la carne, por lo gue confienen una mezcla de
carbohidratos, aminodcidos, nucledtidos, sales y vitaminas adecuados para el
crecimiento bacteriano. El agar, que es un polisacdrido de algas, es liquido cuando se
calienta y solidifica cuando se enfria, proporcionando un soporte sélido para el
crecimiento de las bacterias.

e Selecciodn del antibiético El pldsmido pGLO contiene, ademds de la proteina GFP, el gen
para la produccion de betalactamasas, lo que hace a la bacteria portadora de este
gen ser resistente a la ampicilina. Las betalactamasas son enzimas producidas vy
excretadas por las bacterias que contienen estos pldsmidos. Las betalactamasas
inactivan la ampicilina presente en el agar LB, permitiendo el crecimiento bacteriano.
Unicamente las bacterias transformadas con el pldsmido y que expresan las
betalactamasas sobrevivirdn en las placas que contienen ampicilina. Sélo un reducido
porcentaje de células captan el pldsmido. Las células que no se transforman no pueden
crecer en las placas con ampicilina.

e Solucién de fransformacion Los iones Ca 2+ presentes en la solucidon (CaCl2 50 mM, pH
6.1) neutralizan la repulsién entre las cargas negativas de los grupos fosfato del ADN y los
fosfolipidos de la membrana celular, permitiendo la entrada del ADN en las células.

e Choque térmico El choque térmico aumenta la permeabilidad de la membrana celular
al ADN. Aungue se desconoce por qué, se sabe que la duracién del choque térmico es
critica para el proceso, por lo que se ha optimizado para el tipo de bacteria vy
condiciones utilizadas.

e Recuperacion Los 10 minutos de incubacion después de la adicidon del caldo LB permite
a las células crecer y expresar la betalactamasa que proporciona la resistencia a
ampicilina, y asi las células tfransformadas sobreviven en las placas con ampicilina. La
incubacién puede realizarse “overnight” a temperatura ambiente o en la estufa a 37 °C,
para asi aumentar hasta 10 veces la eficacia de la fransformacion.

ucontinental.edu.pe | 66



Gestion Curricular

¢ Regulacidn del gen pGLO La expresion génica estd estrechamente regulada en todos
los organismos para permitir la adaptacion a diferentes condiciones y para evitar una
superproduccion de proteinas innecesarias. Los genes implicados en la degradacion de
los diferentes nutrientes son un buen ejemplo de genes con una alta regulacién. Por
ejemplo, la arabinosa es una fuente de energia y de carbono para la bacteria. Los genes
bacterianos que codifican las enzimas para degradar la arabinosa no se expresan
cuando no hay arabinosa en el medio. Pero cuando hay arabinosa, los genes se activan,
volviéndose a inactivar cuando se agota la arabinosa. La arabinosa inicia la
transcripciéon de estos genes induciendo la unién de la ARN polimerasa. En el pldsmido
modificado genéticamente pGLO, algunos de los genes implicados en la degradacion
de la arabinosa han sido sustituidos por los genes que en la medusa codifican la proteina
GFP. Cuando las bacterias transformadas con el pldsmido pGLO estdn creciendo en
presencia de arabinosa, el gen GFP se activa y las bacterias emiten un color verde
brilante cuando se exponen a luz ultravioleta.

Este es un excelente ejemplo del dogma central de la biologia:
ADN — ARN — PROTEINA — CARACTERISTICA

e En ausencia de arabinosa en el medio, el gen GFP permanece inactivado y las colonias
bacterianas son de color blanco. Se recomienda hacer un andlisis y descripcidon mds

detallada de la regulaciéon génica y de la funcién de la arabinosa como promotor.

3.Equipos, Materiales y Reactivos

3.1.Equipos:

item | Materiales Caracteristica Cantidad
1 cocinilla 1
2 Agitador de tubos
3

1.1. Materiales
item | Materiales Caracteristica Cantidad
1 Matraz de erlenmeyer 1 litro 1
2 Agar LB kit 1
3 Pipeta estéril 5ml 3
4 Placas Petri pequenas estériles 20
5 Bagueta de vidrio 1
6 Piceta con agua 1

destilada

1.2.Reactivos
item | Reactivos Caracteristica Cantidad
1 Ampicilina kit
2 arabinosa kit
3 Soluciéon de CaCl2 50mM a pH 6.1 100ml
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tfransformacion: en frasco rotulado
Rotulador de cera 1
Papel parafiim

N[O~ M

0JO: los estudiantes deberdn traer su EPP completo.

3. Procedimiento:
Preparacidn paso 1: 3-7 dias antes de la transformacién

A. Preparar el agar

Las placas se deben preparar al menos 3 dias antes de que los alumnos realicen la prdctica.
Se deben almacenar 2 dias a temperatura ambiental y luego bajo refrigeracion hasta el
momento de su uso. Los dos dias a temperatura ambiente secan el agar para favorecer la
captacién de la solucién de transformacién (unidad 2 del alumno).

Para preparar el agar, anadir 500 ml de agua destilada a un matraz Erlenmeyer de 1 litro.
Anadir el contenido del paquete de agar LB. Agitar el matraz para disolver el agar, y calentar
hasta ebullicién en el microondas. Volver a agitar y calentar unas tres veces mds hasta que
el agar se disuelva, teniendo cuidado de dejar enfriar el matraz antes de agitarlo, para evitar
gue el medio caliente salte a la mano.

Cuando el agar se haya disuelto, dejarlo enfriar hasta que el matraz se pueda tocar sin
qguemarse (50 °C). Mientras se enfria el agar, efiqueta las placas y prepara la arabinosa vy la
ampicilina como se indica a continuaciéon. Ten cuidado de que el agar no se enfrie tanto
qgue llegue a solidificar.

B. Preparar la arabinosa y la ampicilina
Nota: la arabinosa requiere al menos 10 minutos para disolverse. Ten paciencia.

La arabinosa se encuentra deshidratada en un pequeno vial. Con una pipeta estéril, anade
3 ml de la solucién de transformacion en el vial para rehidratar el azdcar. Agita el vial, mejor
con la ayuda de un vértex. (Se utiliza la solucidn de transformacién porque estd estéril. En su
lugar se puede utilizar agua destilada estéril).

La ampicilina también estd envasada en un pequeno vial y deshidratada. Con otra pipeta
estéril, anade 3 ml de la solucidon de transformacién al vial para rehidratar el antibidtico (Se
utiliza la solucién de transformacién porque estd estéril. En su lugar se puede utilizar agua
destilada estéril).

Nota: Un excesivo calentamiento (> 50 °C) destruye la ampicilina y la arabinosa, y como el
agar solidifica a 27 °C se debe controlar el enfriamiento del agar, y luego repartir el agar en
las placas de forma continua, sin interrupcién. Si se forman muchas burbujas, se pueden
eliminar una vez se hayan preparado todas las placas, calentando suavemente el fondo de
cada placa con la llama de un mechero Bunsen. Una vez que las placas se han preparado
no tocarlas hasta que el agar se haya solidificado. Tira el agar sobrante a la basura, nunca
por el fregadero. Limpiar los restos de agar alrededor de las placas.
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C. Rotular las placas
Las 40 placas de agar se deben rotular con un rotulador de tinta indeleble en la base, cerca
del borde de la placa. Rotular 16 placas como LB, 16 como LB/amp y 8 como LB/amp/ara.

D. Anadir el agar LB en las placas
Primero, anadir el agar LB en las placas marcadas como LB. Hacer una forre de entre 4y 8
placas y con una mano abrir la tapa de la placa inferior sujetando el resto de la torre,
mientras que con la otra mano se anade el agar LB. Rellenar la placa entre un tercio y la
mitad de su capacidad (=12 ml). Tapar esa placa, y continuar con la placa superior en la
torre. Cuando se hayan rellenado todas las placas dejarlas enfriar en esa posicién.
A continuacién, anadir la ampicilina ya hidratada al agar LB sobrante en el matraz. Agitar el
matraz brevemente para mezclarla. Rellenar las 16 placas rotuladas como LB/amp segun la
técnica descrita antes.
Por Ultimo, afnadir la arabinosa hidratada al agar LB con ampicilina sobrante en el matraz.
Agitar el matraz brevemente para mezclarla y rellenar las 8 placas marcadas como
LB/amp/ara utilizando la técnica ya descrita. LB/amp/ara

E. Almacenar las placas
Después de dejar las placas dos dias a temperatura ambiente se pueden utilizar o se pueden
almacenar en columnas de hasta 20 placas de altura introduciéndolas en bolsas. Guardar
las placas en la nevera de forma invertida y dentro de las bolsas hasta su uso.

4. Cuestionario
Los estudiantes en grupos de prdctica analizan los fundamentos de la prdctica a realizar,
respondiendo a las siguientes preguntas:

e sQuéesungen?

o sCuantos genes tenemos los seres humanos? 3Y cuantos las bacteriase

e Redliza un esquema para explicar el cambio de un gen y sus consecuencias.

e 3Qué es un protocolo?

e :Qué es un vector de fransformacién y cual utilizaremos en la préctica?

e Redliza un cuadro comparativo entre las caracteristicas de: pldsmido, gen,

cromosoma.
e 5Qué esun cultivo y qué tipos de cultivos existen?
e :Qué es el kit pGLO y que contiene?

5. Conclusidn

Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

e De Robertis EDP, Ponzio, HIB. Biologia Celular y Molecular. 15evaed. Buenos Aires: El
Ateneo; 2003.

e Lopez AM. Manual de Bioquimica y Biologia Molecular. México: McGraw-Hill
Inferamericana;2000.
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SEMANA 14: Guia de practica: TRANSFORMACION BACTERIANA

SECCION 1 cDOCENTE! i

Fecha RN SRRy S Duracién: 4 horas

Instrucciones: Leer con prevision la presente Guia de prdctica a fin de interpretar los procesos que se
llevaran a cabo en la prdctica.

1. Objetivos
Realizar la introduccidn de un gen en la bacteria E. coli, mediante la utilizacion del kit
pGLO.

2. Fundamento teérico:

Repasar el fundamento tedrico y la discusion del taller de introduccién.
Este proceso de transformacién presenta tres pasos principales, dirigidos a introducir el
pldsmido en E. coli, y proporcionar las condiciones adecuadas para que las células expresen
los nuevos genes adquiridos.
Para introducir el pldsmido pGLO a traves de la membrana celular:
1. Usar una solucién de transformacién de CaCl2 (cloruro cdicico).
2.  Someter las células a un proceso denominado choque térmico. Para que las células
tfransformadas crezcan en presencia de ampicilina:
3. Ponerlas en un medio de cultivo adecuado y someterlas a una corta incubacién para
gue empiecen a expresar los nuevos genes adquiridos.

3.Equipos, Materiales y Reactivos

3.1.Equipos:
item | Materiales Caracteristica Cantidad
1 Banomaria 42°C 1
2 Recipiente con lejia en Al 10% 250ml
cada mesa
3 Lédmpara UV Onda larga 1
4 Estufa a 37°4 1

1.3. Materiales

item | Materiales Caracteristica Cantidad

1 Asas de siembra 1

2 Pipetas Tml, 100 y 250 i 2 de cada
estériles una

3 Gradilla para 1

4 Caja de tecnopor con hielo picado 5

5 Rotulador 1

6 Termdmetro

7 Tubos eppendorf 2

1.4.Reactivos
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item | Reactivos Caracteristica Cantidad
1 Pldsmido rehidratado 1
2 Placas Agar LB 1
LB/amp 2
LB/amp/ara 1
3 Solucién de CaCl2 50mM a pH 100ml
tfransformacion: 6.1
4 Caldo LB En frasco, licuado, 100ml
etiquetado

0lJO: los estudiantes deberdn traer sus EPP completos.
4 PROCEDIMIENTO Y RESULTADOS

1. Rotula un tubo eppendorf como + pGLO y ofro como —pGLO. Pon el nombre de fu
grupo. Situalos en la gradilla de corcho.

2. Abre los tubos y con una pipeta estéril, anade a cada uno 250 ul de la solucidén de
transformacion (CaCl2).

3. Ponlos tubos en hielo.

4. Con un asa de siembra estéril pincha una Unica colonia de la placa con E. coli. Coge
el fubo rotulado como + pGLO e intfroduce el asa en la solucidén de transformacién, y gira el
asa entre tus dedos indice y pulgar hasta que la colonia se disperse en la solucidon de
transformacidén. Vuelve a dejar el tubo en hielo. Con otra asa estéril, repite el proceso para
el tubo -pGLO.

5.  Situa la solucién plasmidica pGLO bajo la luz UV, y anota tus observaciones. Introduce
un asa estéril en la solucién con el plasmido pGLO, y carga el asa de manera que se observe
una capa de la solucidn en el aro. Es similar a la capa de jabdn en un aro para hacer pompas
de jaboén. Introduce el asa en el tubo +pGLO. Cierra el tubo y vuelve a dejarlo en el hielo.
Cierra también el tubo —-pGLO, pero sin anadirle solucidn plasmidica. sPor qué?

6. Incubar los tubos en hielo 10 minutos. Asegurate de poner los tubos en la gradilla de
manera que el fondo del tubo esté en contacto con el hielo.

7. Mientras los tubos estdn en hielo, rotula las 4 placas de agar LB en la base de la siguiente
manera:

* Una placa LB/amp: +pGLO.

e Una placa LB/amp/ara: +pGLO.

e Una placa LB/amp: -pGLO.

¢ Una placa LB: -pGLO.

8. Chogue térmico. Lleva la gradilla con los tubos al bano a 42 °C, y déjala alli durante 50
segundos exactos. Asegurate de poner los tubos en la gradilla de manera que el fondo del
tubo esté en contacto con el agua caliente. Transcurridos los 50 segundos, vuelve a llevar
la gradilla con los tubos al hielo. Para mejorar el proceso, el paso del hielo (0 °C) a 42°Cy de
nuevo al hielo debe hacerse rdpidamente. Incubar los tubos en hielo durante 2 minutos.

9. Saca la gradilla del hielo y déjala en la mesa. Abre un tubo, y con una nueva pipeta
estéril, anade 250 ul de caldo LB al tubo y vuelve a taparlo. Haz lo mismo con el otro tubo,
usando ofra pipeta estéril. Dejar los tubos 10 minutos a temperatura ambiente.

10.Golpea los tubos con el dedo para mezclar. Con otra pipeta estéril, pasa 100 ul de cada
tubo a las placas de agar correspondientes.
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11. Usando un asa de siembra estéril para cada placa, extiende la suspensidn por la
superficie de las placas de agar pasando el asa rdpidamente de izquierda a derecha. NO
PRESIONES MUY FUERTE PARA NO ROMPER EL AGAR.

12. Haz una columna con las placas sujetdndolas con cinta adhesiva. Pon el nombre de tu
grupo en la placa inferior, y mételas en la estufa a 37 °C en posicidn invertida hasta el dia
siguiente.

5.Resultados:
Esquematiza un organizador con todos los pasos realizados

6.Cuestionario:
1. sPuedo modificar genéticamente un organismo? sQué organismo?
2. 3Cbmo puedo saber si las células se han transformado?
3. Describe cdmo podrias usar dos placas de agar LB, E. coli y ampicilina para
determinar si la bacteria resulta afectada por la ampicilina.

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

De Robertis EDP, Ponzio, HIB. Biologia Celular y Molecular. 159ve ed. Buenos Aires: El Ateneo;
2003.

+ Lépez AM. Manual de Bioguimica y Biologia Molecular. México: McGraw-Hill

Interamericana;2000.
« Panduro, A. Biologia Molecular en la Clinica. México: McGraw-Hill Interamericana; 2000.
« Timothy MC, Sinclair J. Biologia Molecular en Medicina. Buenos Aires: Médica
Panamericana; 1998.
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SEMANA 15: TALLER DE ANALISIS Y PROCESAMIENTO DE DATOS DE LA
TRANSFORMACION BACTERIANA

SECCION i, DOCENTE: s

Fecha R SRSy S Duracion: 4 horas

Instrucciones: Leer con previsién la presente Guia de prdctica a fin de interpretar los procesos que se
llevaran a cabo en la prdctica.

1.0bjetivos

» Analizar el estado de desnaturalizacion, de concentracién y grado de pureza del ADN
obtenido en la prdctica anterior.

2.Fundamento tedrico

En esta prdctica vas a realizar un procedimiento denominado transformaciéon genética.
Recuerda que un gen es un fragmento de ADN que codifica una proteina, la cual
proporciona al organismo una determinada caracteristica. Transformacién genética
literalmente significa cambio originado por genes, e implica la insercién de un gen en un
organismo para modificar alguna de las caracteristicas del organismo. La transformacién
genética se utiliza en muchas dreas de la biotecnologia. En agricultura, se pueden introducir
por transformacién en las plantas los genes que codifican caracteristicas como la resistencia
al frio, alos pesticidas o a la sequia. En biodegradacion, las bacterias se pueden transformar
con genes que las hagan capaces de digerir los vertidos accidentales de petréleo. En
medicinaq, las enfermedades originadas por genes defectuosos se estdn empezando a tratar
con terapia génica, mediante la transformacion de las células del paciente con copias del
gen, que carecen de la anomalia que produce la enfermedad.

Se usard un protocolo para transformar bacterias con un gen que codifica una proteina
denominada GFP (Green Fluorescent Protein). La fuente natural de este gen es una medusa
fosforescente llamada Aequorea victoria, en el cual la GFP es la responsable de que la
medusa brile o emita fluorescencia en la oscuridad. Después de la transformacion, las
bacterias expresan el gen de la medusa y sintetizan la proteina, lo que les permite emitir un
color verde brillante cuando son expuestas a luz ultravioleta.

En esta prdctica, aprenderds el proceso de transferir genes de un organismo a ofro
mediante un pldsmido. Ademds de un cromosoma, las bacterias suelen contener uno o mds
pequenos fragmentos de ADN denominados pldsmidos. Un pldsmido suele contener genes
que favorecen la supervivencia bacteriana. En la naturaleza, las bacterias pueden
transferirse estos pldsmidos para compartir sus genes beneficiosos o ventajosos. Este
mecanismo permite a las bacterias adaptarse a nuevos ambientes. El reciente incremento
de la resistencia bacteriana se debe a la transmisién de pldsmidos.

El pldsmido pGLO de BioRad contiene el gen para la sintesis de la proteina GFP y un gen de
resistencia al antibidtico ampicilina. pGLO también contiene un sistema especial de
regulacion de genes que se puede usar para controlar la expresion de la proteina
fluorescente en las células transformadas. El gen para sintetizar GFP se puede activar en las
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células transformadas simplemente anadiendo arabinosa al medio de cultivo. La seleccion
de las células que se han fransformado con el pldsmido pGLO se realiza observando el
crecimiento en placas con antibidtico. Las células transformadas aparecerdn blancas
(fenoftipo salvaje) en placas que no contengan arabinosa, y de color verde fluorescente
cuando se anada arabinosa al agar.

Tendrds a tu disposicion los materiales y protocolos para realizar la transformacidn. Tus tareas
serdn:

1. Redlizar la tfransformacion.

2. Determinar el grado de éxito obtenido en la alteraciéon genética del organismo.

3.Procedimiento y resultados

A. Recogida de resultados

Observa los resultados obtenidos tras la fransformacién a la luz normal de la habitacion.
Después situa las placas bajo luz ultravioleta y observa lo que ocurre.

1. Observa atentamente y dibuja lo que ves en cada placa. Apunta los resultados para
poder compararlas observaciones de las células +pGLO con las observaciones de las células

no transformadas.
Anota las observaciones para cada placa.

2. 3Cudnto crecimiento se observa en cada placa, a simple vista?2

3. sDe qué color son las bacterias?

4. 3Cudntas colonias bacterianas hay en cada placa? (Cuéntalas).
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Observaciones

+pGLO LB/AmMp

+pGLO LB/Amp/ara Q

—pGLO LB/Amp

—-pGLO LB
Placas control Placas transformadas

B. Andlisis de los resultados

La finalidad del andilisis de los resultados obtenidos es determinar si se ha producido la
transformacidén genética., constesta las siguientes preguntas:

1. sQué caracteristicas inicialmente observadas en E. coli no parecen haberse alterado?
Anota a continuacién esas caracteristicas que no se han modificado y las observaciones all
respecto. Caracteristica original  Observaciones

2.De las caracteristicas de E. coli inicialmente observadas, scudles parecen ser
significativamente diferentes después de la transformacién? Anota esas caracteristicas a
continuacién y describe los cambios que has observado.
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3. Silas células transformadas han adquirido la capacidad para crecer en presencia del
antibiético ampicilina, squé puedes deducir acerca de los otros genes presentes en el
pldsmido utilizado para la transformacién?g

4, Basdndote en los resultados obtenidos, s3cdmo puedes demostrar que los cambios
producidos se deben al proceso realizado?

Conclusion:

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

De Robertis EDP, Ponzio, HIB. Biologia Celular y Molecular. 159vaed. Buenos Aires: El Ateneo;
20083.

+ Lépez AM. Manual de Bioguimica y Biologia Molecular. México: McGraw-Hill
Interamericana;2000.

« Panduro, A. Biologia Molecular en la Clinica. México: McGraw-Hill Interamericana; 2000.

« Timothy MC, Sinclair J. Biologia Molecular en Medicina. Buenos Aires: Médica
Panamericana; 1998.

SEMANA 16: EVALUACION FINAL
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