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Prologo
Laboratorio de Investigacion Formativa Il

La filosofia y la mision de la FES-Zaragoza, establece que los egresados deberan tener una
actitud critica y creativa; ademas desarrollar un espiritu cientifico y humanista; en este contexto,
el Laboratorio de Investigacion Formativa es el espacio académico donde cristalizan dichos
ideales. Para ello, se requiere que el laboratorio abandone su papel tradicional en el que
funcionaba como un acompafante o subordinado de la teoria y en su lugar darle la relevancia que
merece, como el espacio didactico en donde el alumno desarrolle y construya su propio proceso
de aprendizaje a través de actividades que lo orienten tanto en la busqueda de informacién, como
en el disefio de su trabajo experimental.

En el Laboratorio de Investigacion Formativa Il se privilegia el aprendizaje grupal con el fin
de promover la formacion completa del alumno, esto es, no sélo aprender leyes, teorias y
principios, entre otras cuestiones. Sino desarrollar por un lado un espiritu de colaboracion y por
otro, destrezas, habilidades y actitudes. Este laboratorio tiene como ndcleo tematico la
investigacion experimental en biologia basica y como objetivo, introducir al alumno en el
conocimiento de la biologia basica mediante la integracion y aplicacion de conceptos y métodos
para realizar practicas, experimentos y proyectos de investigacion con la finalidad de plantear y
resolver problemas relacionados con quimica organica, genética, bacterias, algas, hongos y
liquenes.

Las actividades académicas que se realizan a lo largo del semestre incluyen una serie de
practicas y experimentos, asi como la elaboracion de un proyecto de docencia—investigacion
durante las Gltimas cuatro semanas, de esta manera se contribuye a lograr el cumplimiento del
perfil profesional que caracteriza al egresado de la carrera de biologia de la FES Zaragoza, el cual
sefiala:

“El bidlogo es el profesional que posee, genera, integra, aplica y comunica conocimientos
para la comprension y explicacion de la estructura y funcionamiento de los sistemas biologicos
con base en la teoria evolutiva. Su preparacion académica se dirige a la investigacion,
produccion, conservacion o restauracion de estos sistemas. Su formacion tedrico-practica le
permite tener una amplia vision para la toma de decisiones respecto al aprovechamiento y manejo
sustentable de los recursos naturales.

Asimismo, tiene una solida informacion cientifica que le permite incorporarse a la
investigacion en cualquier nivel de la organizacién bioldgica, cuenta con una orientacion terminal
sustentada en experiencia practica de laboratorio y campo; estd capacitado para integrarse al
trabajo multi e interdisciplinario, incorpora la componente socioeconémica y humanistica al
trabajo profesional y posee una actitud ética de valoracion a su profesion y a la naturaleza”.

Contamos con que realices el esfuerzo que te corresponde, para lograr las metas de
aprendizaje establecidas para el laboratorio, que participes de manera responsable en las
actividades del laboratorio y cumplas con las tareas de investigacion, realizacion y entrega de
informes; y prepares oportunamente tus examenes, con el fin de asegurar la calidad de tu
formacion profesional.



Normas de operacion

El trabajo en el laboratorio se desarrolla con una organizacion basada en la constitucion de
equipos de trabajo, cuyo nimero, asi como el nimero de alumnos integrantes de cada uno, lo
determinan los profesores asignados al grupo, es deseable que el nimero de alumnos por equipo
no supere a los seis integrantes. De igual manera, la necesidad de dividir o no al grupo para la
formar secciones, lo determinan los profesores del grupo. Por las caracteristicas de nuestros
laboratorios y equipamiento, si un grupo cuenta con mas de 30 alumnos inscritos, los profesores
consideraran la viabilidad de trabajar en dos secciones, siempre y cuando cada una de ellas puede
contar con su propio laboratorio.

Grupo de 30 alumnos 0 menos

4 semanas Quimica 4 semanas Genética | 4 semanas Bacterias, | 4 semanas Proyecto
Orgénica Algas y Hongos.

Si los Profesores deciden que por el nimero de alumnos inscritos en el grupo se debe trabajar
en secciones: Ay B, y existen los espacios y condiciones adecuadas para ello, la distribucién
sugerida es:

A | 4 semanas 4 semanas Bacterias, | 4 semanas Genética en el | 4 semanas
Quimica Algas y Hongos enel | Lab. 2 Proyecto en el
Organicaenel | Lab.1 Lab. 2
Lab. 1

B | 4 semanas 4 semanas Genética | 4 semanas Quimica 4 semanas
Bacterias, Algas | en el Lab. 2 Organicaenel Lab. 1 Proyecto en el
y Hongos en el Lab. 1
Lab. 2




Criterios de evaluacion del LIF 11

Cubrir al menos el 80% de asistencia en todas y cada una de las unidades.

El alumno debera obtener una calificacion aprobatoria (minimo de seis) en cada una de las
cuatro unidades de que consta el laboratorio, su calificacion final se obtendra mediante el
promedio aritmético de las mismas.

Si, alguna o algunas de las unidades 1, 2 6 3, no se aprueban, sera necesario presentarlas en el
examen final ordinario A, en caso de no aprobarlo presentard el ordinario B, si en esta
oportunidad, aln quedan una o mas unidades reprobadas no acreditara el laboratorio y por tanto
sera necesario recursarlo (si le asiste ese derecho), o bien presentara el examen extraordinario.

Para el caso de la unidad 4, si el proyecto no obtiene una calificacion aprobatoria al término
del periodo de clases, las observaciones que el profesor haga, seran atendidas por el equipo y lo
presentaran en la fecha asignada al ordinario A, de ser necesario atender adn algunas
observaciones la ultima oportunidad sera presentarlo en la fecha asignada al ordinario B. Si en
esta ocasion no se aprueba no acredita el LIF I1.

El examen extraordinario se disefia con dos componentes una parte tedrica que si es aprobada
se presenta entonces la parte préactica.

Por las caracteristicas particulares de cada Unidad, en sus respectivos apartados, se indica de
manera puntual cuales son los criterios, aspectos y ponderaciones aplicables de manera particular.
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Unidad 1

Quimica organica



INTRODUCCION

La Quimica Orgénica tiene actualmente un papel muy importante para el Bidlogo, puesto que
su actividad la desarrolla tanto en la industria, la investigacion, la docencia y sector publico,
empleando una serie de sustancias de origen organico.

El estudio de la Quimica Organica debe ser abordado desde el punto de vista tedrico hasta la
actividad practica.

En este laboratorio se trabajara con productos organicos naturales y sintéticos, dando su
enfoque preferentemente hacia la practica, en donde se aplicaran aquellos conceptos teoricos que
se revisan en la clase tedrica de Quimica Orgéanica.

Durante el desarrollo de la actividad préactica el estudiante podra conocer comprender,
analizar y aplicar toda aquella informacion relacionada con el uso y manejo de sustancias
organicas, las técnicas mas comunes y aparatos que se emplean para aislar, purificar, identificar y
sintetizar compuestos organicos presentes en productos naturales.

El laboratorio pretende desarrollar en el estudiante un conocimiento activo, en el que se le
proporcione un nexo entre el trabajo de laboratorio necesariamente formal que se efectia en el
curso y el trabajo de laboratorio de investigacion.

Los componentes de la unidad son: experimentos uno y dos, extraccion y separacion de
compuestos organicos de un producto natural, y en el experimento tres, aislamiento e
identificacion de aceites esenciales por destilacion por arrastre con vapor de agua



, EXPERIMIENTOS 1Y 2 ,
EXTRACCION Y SEPARACION DE COMPUESTOS ORGANICOS DE
UN PRODUCTO NATURAL

INTRODUCCION

El estudio de los compuestos organicos presentes en productos naturales ha sido motivo de
estudio de profesionales de diferentes areas y para ello se aplican métodos diversos como las
técnicas de extraccion, las cuales son sélido-liquido y liquido-liquido.

La extraccion sélido-liquido. Es el proceso en el cual, mediante la accion de un disolvente o
agente extractor se separara un principio activo contenido en un material solido. Para ello se
usara un disolvente que sea lo mas selectivo posible y permita la separacion. Por su parte, la
extraccion liquido-liquido es el proceso en el cual se desarrolla la transferencia de una sustancia
X desde una fase liquida (A) a otra fase liquida (B) inmiscibles entre si, el proceso marca un
reparto y esta dado por la ecuacion de Nerst.

La cromatografia. Es una técnica que permite separar los componentes de una mezcla de
compuestos, por distribucion diferencial entre dos fases, una de las cuales es movil y la otra
estacionaria. La fase estacionaria puede ser un sélido o un liquido. Si la fase estacionaria es un
liquido esta debera estar soportada en un sélido inerte.

Dependiendo de la naturaleza de las fases involucradas la cromatografia puede clasificarse en
varios tipos: solido-liquido, liquido-liquido, sélido-gas y liquido-gas.

La cromatografia en capa fina es uno de los métodos analiticos més sencillos ya que se
utilizan cantidades minimas, requiere poco tiempo y es confiable para la separacion e
identificacion de compuestos.

Los resultados obtenidos de la cromatografia en capa fina son muy valiosos, pues ayudan a
seleccionar el adsorbente y eluyentes adecuados que se pueden emplear en la separacién
cromatografica en columna.

En general debido a la alta sensibilidad de estas técnicas se aprecia que son de gran utilidad
en Ciencias Quimicas, Bioldgicas y Médicas.

OBJETIVO GENERAL:

Extraer y separar diversos compuestos contenidos en un producto natural mediante metodos
y técnicas convencionales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. El alumno extraerd el compuesto o compuestos de un producto natural por técnicas de
extraccion solido-liquido y liquido-liquido.

2. El alumno separara e identificard mediante las técnicas de cromatografia en capa fina y
columna los compuestos aislados del producto natural.

ACTIVIDADES

El alumno realizara una investigacion bibliografica sobre los siguientes puntos:
1. Propiedades fisicas, quimicas y toxicas de las sustancias empleadas en el experimento.
2. Método de extraccion solido-liquido, liquido-liquido. Fundamente tedrico.



3. Material y equipo empleados para la extraccion.

4. Cromatografia en capa fina, en columna, fundamento tedrico
5. Conceptos de polaridad, eluyente, adsorbente, revelador.

6. Definicion de los términos Rf y Rx. Usos y aplicaciones

DESARROLLO DEL EXPERIMENTO

El alumno desarrollara la parte experimental considerando lo siguiente:

Extraer el (los) compuesto (s) del producto natural asignado por el profesor, concentrar el
extracto y realizar la cromatografia en capa fina para determinar el eluyente ideal y
posteriormente efectuar la separacion por cromatografia en columna.

Desarrollara el plan de trabajo que incluya: hipotesis, material y reactivos, variables,
procedimiento (diagrama de flujo) y antecedentes académicos.

i‘ifi'iﬁ-

Extraccion Cromatografia Extraccion con
liquido — liquido en columna equipo Soxhlet

Fotografias proporcionadas por la Q.F.B. Maria del Rocio Breceda Hernandez
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RESULTADOS

Deberd incluir en su informe:

1. Caracteristicas del extracto obtenido.

2. Registro de resultados de la elusion en las placas cromatograficas, especificando eluyente
y adsorbente utilizado.

3. Determinar los valores de Rf y Rx en su caso.

CUESTIONARIO

1. ¢Que propiedades de los compuestos permiten su aislamiento del producto natural y su
posterior separacion en cromatografia en capa fina y columna?

2. ¢Cuéles sustancias se utilizan como adsorbentes en cromatografia en capa fina y en
columna? (clasifiquelas en funcidn de su actividad)

3. ¢Cuales eluyentes son utilizados comunmente en cromatografia? (clasifiquelos en orden
creciente de polaridad).

4. ¢Como se clasifican los reveladores en cromatografia?

5. ¢Qué factores permiten la reproducibilidad del Rf?

BIBLIOGRAFIA

Ault A. 1997. Techniques and Experiments for Organic Chemistry. 6" ed. Prospect
Heights, Illinois: Waveland.

Brewester R.Q., et al. 1978. Curso Practico de Quimica Organica Experimental. Espafia.
Browning D.R. 1971. Cromatografia. Toray-Masson, Barcelona.

Dominguez X. 1987. Experimentos de Quimica Orgéanica 42 ed. Editorial CECSA.

Furniss B. S. et al. 1989. Vogel’s.Textbook of Practical Organic Chemistry. 5™.ed. New
York.

Keese R., Muller R. K. Toube T. P. 1990. Métodos de Laboratorio de Quimica Organica.
Ed. Limusa, México.

Landgrebe J.A. 1992.Theory and Practice in the Organic laboratory with microscale and
Standard Scale Experiments. 4™ .ed. Brooks/Cole. U.S.A.

Pavia D.L., Lampman G.S. 1995. Introduction to Organic Laboratory techniques. A
microscale Aproach, Saunders College Publishing 3". ed U.S.A.



EXPERIMENTO 3
AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE ACEITES ESENCIALES
POR DESTILACION POR ARRASTRE CON VAPOR DE AGUA

INTRODUCCION

Los aceites esenciales o esencias vegetales son productos contenidos en las plantas, formados
por la accion del agua sobre las sustancias que contienen. Los aceites esenciales se encuentran
normalmente en las glandulas o los espacios intercelulares de los tejidos vegetales que pueden
estar diseminados por toda la planta o bien concentrados en las flores o las semillas.

Los compuestos mas comunes derivan biogenéticamente del acido mevalonico, se les
cataloga como monoterpenoides y sesquiterpenoides.

Los aceites esenciales son por lo general menos densos que el agua, su densidad varia de
0.759 a 1.096 g/ml; el olor es fuerte, penetrante, agradable y el sabor es acre y algunas veces
caustico; muchas son las plantas que los producen ; entre las mas notables conviene mencionar
las de las coniferas, rutaceas y cruciferas.

La destilacion en corriente de vapor o arrastre con vapor de agua es una técnica ingeniosa
para la separacion de sustancias insolubles en agua y ligeramente volatiles de otras no volatiles
mezcladas con ellas.

El arrastre en corriente de vapor hace posible la purificacion adecuada de muchas sustancias
de punto de ebullicion elevado mediante una destilacion a baja temperatura. Esta técnica es
particularmente util cuando la sustancia en cuestion hierve por encima de 100° C a la presion
atmosférica o se descompone en su punto de ebullicién o por debajo de este.

Algunas sustancias pueden ser arrastradas en corriente de vapor; esto se debe principalmente
a que algunos compuestos no son solubles entre si con el agua, en este caso la presion del sistema
es la suma de las presiones parciales de los componentes.

OBJETIVO GENERAL.:
Aislar el aceite esencial de un producto natural asignado por el profesor.
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. El alumno aplicara la destilacion por arrastre de vapor en la separacion de un aceite
esencial.

2. El alumno realizara una extraccion liquido-liquido discontinua para la recuperacion del
producto a partir del codestilado.

3. El alumno realizara las pruebas fisicas y quimicas para la identificacion del aceite esencial
y sus derivados.



ACTIVIDADES

El alumno realizara una investigacion bibliogréafica sobre los siguientes puntos:
Propiedades fisicas, quimicas y tdxicas de las sustancias empleadas en el experimento.
Fundamento teorico de la destilacion por arrastre con vapor

Usos de la destilacion por arrastre con vapor

Material y equipo empleados para la destilacion por arrastre con vapor

Pruebas de identificacion fisicas y quimicas

Caracteristicas y preparacion del derivado

ok wnE

DESARROLLO DEL EXPERIMENTO

El alumno desarrollara la parte experimental considerando lo siguiente:

Aislara el aceite esencial del producto natural asignado por el profesor y realizara su
recuperacion mediante la técnica de extraccion liquido-liquido.

Desarrollara las pruebas de identificacion especificas al producto aislado (preparacion de un
derivado).

Desarrollara el plan de trabajo que incluya: hipotesis, material y reactivos, variables,
procedimiento (diagrama de flujo) y antecedentes academicos.

-_:‘l;lﬁllil-——_—!l-m -
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Equipo de destilacion por arrastre
con vapor de agua

Extraccion liquido - liquido

Cromatografia en capa fina
Fotografias proporcionadas por la Q.F.B. Maria del Rocio Breceda
Hernandez




RESULTADOS

Debera incluir en su informe:
1. Caracteristicas del aceite esencial obtenido.
2. Registro de resultados de las pruebas de identificacion realizadas (quimicas y fisicas)

CUESTIONARIO

1. ¢Que influencia tienen los puentes de hidrdgeno intermoleculares e intramoleculares en
una destilacién por arrastre con vapor de agua?

2. ¢Qué ventajas presenta la destilacion por arrastre con vapor sobre la destilacion a presion
reducida?

3. ¢A que se debe que el vapor que se condensa durante la destilacion por arrastre con vapor
es generalmente turbio?

4.
5.
6.

¢ Qué caracteristicas deben presentar las sustancias para ser aisladas con vapor de agua?
¢A qué le llama derivado y cual es su utilidad practica?
¢ Qué diferencias existen entre un codestilado y un destilado puro?

BIBLIOGRAFIA

1.
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Brewester R.Q., 1978. et al. Curso Practico de Quimica Organica Experimental. Espafia.
Browning D.R. 1971. Cromatografia. Toray-Masson, Barcelona, Espafa.

Dominguez X. 1987. Experimentos de Quimica Orgéanica 4% ed. Editorial CECSA.
México.

Furniss B. S. et al. 1989. Vogel’s Textbook of Practical Organic Chemistry. 5™ ed. New
York, U.S.A.

Keese R., Muller R. K., Toube T. P. 1990.b Métodos de Laboratorio de Quimica
Organica. Ed. Limusa, México.

Landgrebe J.A. 1992. Theory and Practice in the Organic laboratory with microscale and
Standard Scale Experiments. 4™. Ed. Brooks/Cole, U.S.A.

Pavia D.L., Lampman G.S. 1995. Introduction to Organic Laboratory techniques. A
microscale Aproach, Saunders College Publishing 3" ed. Saunders Céllege Publishing
US.A.



CRITERIOS DE EVALUACION DE LA UNIDAD.

1. Lista de cotejo 50 %
-Asistencia
-Presentacion del plan de trabajo
-Trabajo experimental

2. Examen 30 %
-Un examen parcial por cada experimento
3. Informe 20 %
total 100 %

NOTA: todos los puntos deberan ser aprobados

ASPECTOS A CONSIDERAR EN EL INFORME

Portada

Resumen

Introduccion

Parte experimental

Resultados

Anélisis y discusién de los resultados obtenidos
Conclusiones

Bibliografia
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Unidad 2

Genética

10



INTRODUCCION

Bienvenidos al estudio de la genética, campo de la Biologia que resulta sumamente
interesante y fascinante. La informacion genética dirige el funcionamiento de la célula, determina
la apariencia externa de un organismo y sirve de union entre generaciones en todas las especies.
El conocimiento de como se dan estos procesos es importante para el entendimiento de la vida y
de la biosfera, es por tanto imprescindible en la formacion del Bidlogo.

Los temas que estudia la genética tienen una relaciéon directa con la biologia molecular, la
biologia celular, la fisiologia, la evolucién, la ecologia, la sistematica y la etologia. Y determina
un mejor y completo entendimiento de estas.

El crecimiento y aplicacion del conocimiento en este campo es muy dindmico, pues cada afio
se realiza un gran ndmero de nuevos descubrimientos. Otra razén por la que el estudio de la
genética es tan atrayente. A lo largo de las Gltimas cinco décadas, no ha pasado un lustro sin que
nuevos descubrimientos en genética, obligue a revisar nuestros conceptos o a ampliar nuestro
conocimiento de forma importante. Cada avance se convierte en piedra angular en la que se basa
el progreso posterior. Es por lo tanto, estimulante encontrarse inmerso en estos progresos ya sea
como estudioso, como docente de la genética y/o como investigador.

El programa que comprende la unidad 2 Genética, del Laboratorio de Investigacion
Formativa Il (LIF-11), pretende dar un panorama general de los procesos genéticos basicos, que
van desde la genética Mendeliana hasta la observacion de las estructuras que portan el material
genético, los cromosomas. Esta conformado por las practicas, leyes de Medel y herencia ligada al
sexo, aislamiento, purificacion e identificacion de ADN, cromosomas gigantes, cromatina sexual
y cultivo de linfocitos todas ellas con elementos suficientes y adecuados, donde los docentes han
vertido un cumulo de experiencia adquirida a lo largo de los afos, por lo que es de esperar un
adecuado desarrollo de las mismas logrando el desarrollo de habilidades y adquisicion de
conocimientos por parte de los estudiantes que cursaran el segundo semestre de la carrera de
Bidlogo.
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PRACTICA No. 1
LEYES DE MENDEL Y HERENCIA LIGADA AL SEXO

INTRODUCCION
Leyes de Mendel

La genética actual parte de las investigaciones de Mendel. El estudio
de los patrones que gobiernan la herencia de los caracteres generacion
tras generacidén se conoce como genética de la transmision o herencia
mendeliana, la cual se debe a Juan Gregorio Mendel quien descubrio en
1865, la reglas que gobiernan la transmision de los caracteres
hereditarios, realizo sus experimentos sobre la hibridacion en plantas de
chicharro (Pisum sativum) en el huerto aledafio a su monasterio.

Figura 1. Gregorio Mendel de history.nih.gov/popup_htm/01_mendel.htm

Mendel estudio siete caracteres del chicharo: la forma de la semilla, el color de la semilla, el
color de la flor, la forma y color de la vaina, la posicion de las flores y de las vainas, y la longitud
del tallo. El trabajo de Mendel se caracterizO por: a) elegir un material de experimentacion
adecuado, b) simplificar la tarea, seleccionando caracteres con distribuciones alternativas claras
examinandolas uno por uno, solo después, procediendo a combinaciones mas complicadas, ¢) en
las evaluaciones de sus resultados no quedé satisfecho con afirmaciones cualitativas, por lo que
las cuantificd y esto le permitid establecer las leyes estadisticas que rigen estos fenémenos, d) el
encontrar una interpretacion biologica correcta; las células germinales contienen los factores
hereditarios.

A pesar de que en esa época no se sabia nada acerca del ADN ni de los cromosomas. Mendel
observo que cada progenitor contribuye con un nimero de elementos individuales a la herencia
del caracter. Estos elementos llamados por Mendel “factores” son, en términos modernos, los
genes.

La primera ley de Mendel se puede enunciar como sigue: un gameto recibe uno de los dos
alelos que posee un organismo; la fecundacion restablece el nimero diploide. Mendel realizo sus
primeros experimentos con base en la herencia de un solo caracter lo que se denomina cruza
monohibrida.

La segunda ley de Mendel o ley de la distribucion independiente se puede enunciar como
sigue: Los miembros de pares de alelos diferentes (genes) se distribuyen independientemente uno
del otro durante la formacion de los gametos.

Herencia Ligada al Sexo

La primera prueba completa de naturaleza experimental de la herencia ligada al sexo se
obtuvo en 1910 por T. H Morgan de un mutante de ojos blancos de Drosophila. Un gen habia
experimentado un cambio que resulté en una alteracion fenotipica. Este cambio se expresé como
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ojos blancos en lugar de los ojos rojos normales. EI macho de ojos blancos que se descubrio
primero se cruzo con una hembra de ojos rojos. Todas las moscas de la generacion F; tenian 0jos
rojos, pero la F, incluyo tanto moscas de ojos rojos como moscas de 0jos blancos en una
proporcién de alrededor de tres rojos a uno blanco. Sin embargo, todas las moscas con 0jos
blancos de la generacion F, fueron machos. Alrededor de la mitad de los machos de la F, tenian
ojos blancos y la otra mitad ojos rojos, pero todas las hembras tenian 0jos rojos. En este
experimento, el alelo recesivo se expresa solo en machos. Morgan llego a una explicacién
asociando a este gen con en cromosoma X.

Por lo tanto en la herencia ligada al sexo la caracteristica se hereda del abuelo al nieto a
través de la hija que funciona como portadora; las cruzas reciprocas producen resultados en la
progenie diferentes; la expresion fenotipica de los genes ligados al sexo es mas frecuente en los
machos que en la hembras, un gen ligado al cromosoma X nunca se transmite directamente del
padre al hijo. La explicacion a estos resultados se obtuvo posteriormente con la comprensién de
los mecanismos de determinacion del sexo.

Drosophila melanogaster COMO MODELO BIOLOGICO.

Una de las primeras preguntas que debiera surgir en la
mente de los alumnos de Biologia es el por qué de la eleccion
de esta mosca para el desarrollo de una serie de actividades
durante el transcurso del semestre. La respuesta es que
Drosophila melanogaster ofrece una serie de caracteristicas
propicias para cursos de introduccién a la Genética.

Figura 2.Cepas de Drosophila melanogaster, de
http://www.ucm.es/info/genetica/AVG/practicas/Drosophila/Drosophila.htm

Drosophila es un género cosmopolita del cual existen alrededor de 1500 spp la més utilizada
en los laboratorios de investigacion es la Drosophila melanogaster esta mosca es un insecto
homometabolo su ciclo vital consta de 4 estadios: huevo, larva de primero, segundo y de tercer
estadio, pupa y el imago o adulto

Ventajas de Drosophila melanogaster como modelo biologico.

Eucarionte pluricelular
Cuatro pares de cromosomas totalmente mapeados
Genoma totalmente secuenciado
Cientos de mutantes con defectos en miles de genes disponibles
Es abundante en todo el mundo
Su cultivo en el laboratorio es facil y econémico.
Es relativamente resistente al manejo.
Engendra un gran nimero de descendientes.
e Tiene un corto tiempo de generacion (a 10 °C es de 57 dias, a 20 °C de 15 diasy a 25 °C
de 10 dias).
e Su numero cromosomico reducido es conveniente para su estudio.
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e Algunas de sus células en estadio de larva son muy grandes lo que facilita el estudio de

SUS cromosomas.

Se cuenta con 50 afios de experiencia en trabajo sobre este organismo, a través de los cuales
se ha acumulado bastante literatura a la cual podemos remitirnos para solucionar dudas y tener

bases sélidas para estudios posteriores.

En este organismo las mutaciones son comunes y facilmente inducibles.
Pueden observarse y manejarse muchos caracteres externos.
Su embriologia y su ciclo de vida han sido perfectamente estudiados.

SISTEMATICA

Se ha designado a Drosophila melanogaster con varios nombres comunes como son:

mosca de la fruta y mosca del vinagre.

Phylum: Artropoda
Clase: Hexapoda
Orden: Diptera
Familia: Drosophilidae
Geénero: Drosophila
Especie: melanogaster

hembra

macho

larva de ler estadio

AR, y

larva de 2do estadio

prepupa

5

8 ivacn eotstia=

larva de 3er estadio

Figura 3.Ciclo de vida. Tomada de www.educa.madrid.org

CICLO DE VIDA

Tiene cuatro estadios: huevo,
larva, pupa y adulto. La duracion de
estos estadios varia con algunos
factores, de los cuales el maés
importante es la temperatura. A
20°C de huevo a larva transcurren 8
dias y el estado pupal dura 4 a 4.5
dias.

Huevo: Las moscas hembras
adultas son capaces de poner
huevos 2 dias después de haber
alcanzado el estado adulto y seguir
haciéndolo continuamente hasta su
muerte. El huevo mide
aproximadamente 0.5 mm de
longitud y sus estructuras visibles
son el Corion y dos filamentos o
pliegues anterodorsales, debajo de
los cuales se ve la membrana
vitelina.

Larva: Durante este estadio se realizan dos mudas e incrementan su tamano de 4 a 4.5 mm lo
cual es debido a un aumento en tamarfio de las células y no a un aumento en el nimero de éstas.
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Pupa: Durante este estadio se desarrollan los sistemas de la mosca adulta.

Adulto: Las moscas recién emergidas del estado pupal son fragiles y de color claro, con las
alas no totalmente terminadas; sin embargo pocas horas después oscurecen y toman las
caracteristicas del estado adulto. (Véase figura 4). Viven aproximadamente 1 mes y mueren.

DIFERENCIACION DEL SEXO

Figura 4. Macho y hembra adultos. Tomada de www.sepiensa.org.mx
Tamafo: Las hembras son generalmente mas grandes que los machos.

Forma: En el macho el extremo caudal es redondeado, mientras que en la hembra es alargado
y poco protuyente.

Color: La pigmentacion oscura es mas extensa en el extremo caudal del macho y los anillos
rodean el abdomen, mientras que en la hembra solo son dorsales

El abdomen de la hembra tiene 7 segmentos, mientras que el del macho tiene solo 5
segmentos.

Los machos tienen un peine sexual que consiste en una fila de aproximadamente 10
cerdas gruesas en la superficie distal del segmento tarsal basal de la pata anterior.

Si se requieren hembras virgenes para una cruza, éstas pueden colectarse 10 a 12 horas
después de que termind la pupacion, ya que en este tiempo las hembras no permiten la cruza.

15



MEDIOS DE CULTIVO

Drosophila melanogaster crece sobre frutos suaves como la uva, el platano y la ciruela,
especialmente cuando éstos estan demasiado maduros y la fermentacion se ha iniciado. Los
adultos y las larvas se alimentan con los jugos de las frutas fermentadas y de ahi que las
levaduras parecen ser un factor fundamental de su dieta. La D. melanogaster puede crecer
practicamente en cualquier medio de fermentacion.

En el laboratorio los nutrientes basicos del medio de cultivo son: la harina de maiz, levadura
de cerveza seca, miel de maiz, agar que se emplea para obtener un medio sélido que facilita las
diversas manipulaciones que se requieren en las etapas sucesivas del cultivo. El nipagin, acido
propionico y el tegosep controlan efectivamente la proliferacion de hongos y de bacterias, que
podrian propagarse hasta impedir el desarrollo normal de las larvas y de los adultos.

OBJETIVOS

El alumno adquirird la informacion y destreza necesaria para manipular, mantener y
reconocer las cepas de Drosophila melanogaster que se le entreguen para experimentos
posteriores.

El alumno demostrara experimentalmente la primera y segunda leyes de Mendel y empleara
la prueba estadistica de x* para determinar la probabilidad de que los resultados observados se
apegan a los tedricamente esperados en la segregacion fenotipica de la descendencia.

El alumno demostrara experimentalmente la segregacion de un rasgo cuyo Locus se halla en
el cromosoma sexual (X) y probard que existe diferencia en al descendencia al realizar cruzas
reciprocas en contraste de lo que ocurre con rasgos autosomicos.

REACTIVOS E INGREDIENTES

- Eter

- Tegosept al 10% P/V en etanol al 96%

- Para sustituir el tegosept se emplea Azida de sodio.- 1g en 1 litro de agua destilada, usar 2
ml de esta solucidn por cada litro de medio.

- Medio de cultivo.

- Agar-agar 10g

- Harina de maiz 60 g

- Levadura seca activa 6

- Levadura de cerveza 309

- Miel de maiz 140 ¢

- Agua de llave 1000 ml
- Tegosept 20 ml
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PROCEDIMIENTO

Agregar en un recipiente de peltre o aluminio 600 ml de agua de la llave, pdngalos a calentar
en una parrilla eléctrica, los 400 ml restantes ocUpelos para disolver en frio los componentes
solidos del medio. Adicionar el Agar-agar lentamente y agitando para evitar la formacion de
grumos; mantenga en agitacion hasta llegar casi a ebullicion (Véase nota 1); afiadir la miel
mezclando hasta su disolucion completa; posteriormente agregar la levadura y la harina ya
disueltas en agua. Hervir de 10 a 20 minutos (tener cuidado de agitar durante toda la
ebullicion), después dejar enfriar un poco agregue la solucion de tegosept y agitar,
inmediatamente después, vaciar el medio de cultivo a los frascos previamente lavados con agua y
jabon, secarlos perfectamente y humedecer sus paredes con solucién de tegosept, vierta en ellos
aproximadamente 2 cm de altura de medio en cada frasco, tapar con hule espuma.

MANEJO DE LAS MOSCAS

Para el examen y seleccién de las moscas el primer paso es anestesiarlas, esto se hace
poniendo unas gotas de éter en el algodon del eterizador y uniendo la boca de éste a la boca de la
botella de cultivo. Debe hacerse pasar a las moscas de un frasco a otro por movimiento o por
fototactismo; se coloca rapidamente la tapa del eterizador y se mantiene una forma vertical con la
tapa hacia arriba por 30 s. Después de que haya cesado el movimiento de las moscas son
transferidas a la placa del estereoscopio para analizarlas (Véase nota 2). En caso de que empiecen
a reaccionar antes de haber terminado el analisis se usa el eterizador en el que se han puesto unas
gotas de éter y se pone sobre el conjunto de moscas por unos segundos. Se debe tener cuidado
para evitar una sobreanestesia que mataria a las moscas.

COMPARACION ENTRE CEPAS MUTANTES Y EL TIPO SILVESTRE DE D.
melanogaster.

Para el desarrollo de esta practica se utilizaran las siguientes cepas de Drosophila
melanogaster:

. Silvestre, White, Vestigial, Yellow y Ebony.
Figura 5. Cepas de Drosophila melanogaster tomada de
http://www.ucm.es/info/genetica/AVG/practicas/Drosophila/Drosophila.htm

Pasar moscas de cada una de las cepas a frascos vacios diferentes, evitando que las moscas
escapen tapandolos inmediatamente.
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Anestesiar a las moscas empleando algodén con unas gotas de éter, una vez que ha cesado el
movimiento de las moscas esperar 20 s. y destapar el frasco; pasar las moscas ya anestesiadas a
una Caja Petri y colocar éstas en la base de un Estereoscopio.

Proceder a comparar el fenotipo de las moscas mutantes con el de las silvestres
manipulandolas con mucho cuidado y con la ayuda de un pincel delgado, también realizar la
comparacion de los sexos de las moscas utilizando para esto los esquemas adjuntos.

En caso de que las moscas se recuperen de la anestesia durante la observacion proceder a
reanestesiarlas utilizando un algodén que contenga unas gotas de éter, maximo por 3 ocasiones
para no sobreanestesiarlas.

Al terminar la observacion regresar las moscas al frasco original.

NOTAS

1. La disolucion completa del Agar-agar se logra en el momento en que la mezcla toma un
aspecto transparente.

2. Para transferir las moscas anestesiadas, ayudense con el pincel de cerdas finas.

MATERIAL Y EQUIPO

- Probetas de 50 y 1000 ml - Balanza granataria

- Vidrios de reloj - Estereoscopio

- Pipetas de 5 ml - Agujas de diseccion

- Recipiente de 1500 ml de - Pincel de cerdas finas
peltre o aluminio - Tapones de hule espuma

- Eterizador - Parrilla de calentamiento

- Frascos de 250 ml de boca ancha

- Cajas petri

MATERIAL BIOLOGICO

- Moscas Drosophila melanogaster tipo silvestre en sus diferentes estadios de desarrollo.

- Cepas mutante de Drosophila melanogaster en sus diferentes estadios de desarrollo: White,
Vestigial, Yellow, Ebony. Star, Brown y Black

REACTIVOS

- Eter
- Medio de cultivo
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PROCEDIMIENTO
Para la primera Ley de Mendel

Los alumnos guiados por el maestro deberan:

En un vial con medio de cultivo sembrar 10 hembras silvestres virgenes y 10 machos Ebony
rotular con la simbologia adecuada la cruza e incluir los datos de la fecha de siembra y el nombre
del alumno con un marcador indeleble.

En un segundo vial realizar la cruza inversa 10 machos silvestres y 10 hembras Ebony.
Rotular con la simbologia adecuada la cruza e incluir la fecha de siembra y el nombre del alumno
con marcador indeleble.

Mantener los cultivos a temperatura constante de 25°C anotar cuando se observen los huevos
sobre el medio, las larvas, las pupas y los adultos. Cuando se tengan larvas, sacar y sacrificar a
los progenitores.

Cuando emerjan todas las moscas de los cultivos (F;) observarlas al microscopio
estereoscopico contar y anotar el numero de hembras y machos y el fenotipo que presenten.

Sembrar 10 parejas de la generacién obtenida en frascos con medio de cultivo nuevo. Cuando
se obtengan los adultos de la segunda generacion (F,) observarlas, contar y anotar el nimero de
hembras y machos de cada fenotipo.

Elaborar el reporte de la practica.

PROCEDIMIENTO
Para la segunda Ley de Mendel

En un frasco con medio de cultivo sembrar 10 hembras silvestres virgenes ébano con alas
vestigiales (e vg) y 10 machos silvestres. Rotular con la simbologia adecuada la cruza e incluir la
fecha de siembra y el nombre del alumno con marcador indeleble.

En un segundo frasco realiza la cruza inversa sembrar 10 machos ébano vestigiales y 10
hembras silvestres. Rotular con la simbologia adecuada la cruza e incluir los datos de la fecha de
siembra y el nombre del alumno con marcador indeleble.

Mantener los cultivos a temperatura constante de 25°C anotar cuando se observen los huevos
sobre el medio, las larvas, las pupas y los adultos. Cuando se tengan larvas, sacar y sacrificar a
los progenitores.

Cuando emerjan todas las moscas de los cultivos (F;) observarlas al microscopio
estereoscopico contar y anotar el nimero de hembras y machos y el fenotipo que presenten.

Sembrar 10 parejas de la generacion obtenida en frascos con medio de cultivo nuevo. Cuando
se obtengan los adultos de la segunda generacion (F,) observarlas, contar y anotar el nimero de
hembras y machos de cada fenotipo.

Elaborar el reporte de la practica.

PROCEDIMIENTO
Para herencia ligada al sexo

Realizar una cruza utilizando 10 hembras virgenes normales y 10 machos con 0jos blancos.

Al quinto dia eliminar a los progenitores y esperar a que emerja la F;.

Observar los fenotipos de las hembras y de los machos de la Fy, y anotar sus observaciones
en las hojas de registro.

Colocar en frasco con medio de cultivo nuevo toda la F;
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Al quinto dia eliminar a los progenitores y esperar que emerja la F2. Observar con ayuda del
microscopio de diseccidn, los fenotipos de las hembras y de los machos.
Anotar las observaciones en la hoja de registro

REPORTE DE RESULTADOS

Anote las diferencias fenotipicas de las cepas mutantes y tipo silvestre observadas.

Anote las caracteristicas fenotipicas que permiten diferenciar el sexo de las moscas.

Dibuje esquemas de las moscas observadas, haciendo notar las caracteristicas fenotipicas que
permiten diferenciar cepas mutantes y el sexo de las mismas.

Reporte el resultado de las cruzas de la siguiente forma:

Actividad Fecha

Cruza progenitora

Retirar a los progenitores

Emerge F;

Sembrar Fi x F;

Retirar a los progenitores

Emerge F
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GUIA DE CRUZAS EN EL LABORATORIO

Escribir, con la nomenclatura adecuada, la cruza de los espacios destinados en la figura de la
siguiente para una cruza monohibrida.

P 48 X9
Fenotipo Fenotipo
Genotipo X
Gametos O\A
Genotipo F;

Fenotipo
F1 X F1 6\ X 9

Fenotipo Fenotipo

- 3 or O

Cuadro de Punnett

. ON 1 O,
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Escribir, con la nomenclatura adecuada, la cruza de los espacios destinados en la figura de la
siguiente para una cruza dihibrida

P 4 X9

Fenotipo Fenotipo

Genotipo X

Gametos O\A

Genotipo F;
Fenotipo
Fl X Fj_ (3\ X 9
Fenotipo Fenotipo

GametOOOO GJ\Q/\GJ\Q/\
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Cuadro de Punnett

OO ONON

1 2 3 4

Qlojatal/

CUESTIONARIO

wnN e

5.

S e oo T A

Describa el ciclo de vida de D. melanogaster.
Mencione las caracteristicas que permiten diferenciar el sexo en D. melanogaster.
¢Cuales son los elementos basicos del medio de cultivo? Indique su funcion.

Definir los siguientes conceptos.
Gen
Alelo
Cromosoma
Homocigoto
Heterocigoto
Locus
Fenotipo
Genotipo
Cruza monohibrida y dihibrida

Investigar 5 ejemplos de herencia Mendeliana en el humano y explicar cada una de ellas.
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6. Realizar a través de un diagrama tres ejemplos de la primera y la segunda ley de Mendel,
indicando la frecuencia genotipica y fenotipicade laF; y F,

7. ¢Como afecta la temperatura la duracién del ciclo de vida de este insecto?
8. ¢Qué son los discos imaginales? ¢ Cuél es su importancia?
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PRACTICA No. 2 ,
AISLAMIENTO, PURIFICACION E IDENTIFICACION DE ADN

INTRODUCCION

El &cido desoxirribonucleico (ADN por sus siglas en
inglés) fue aislado por primera vez en 1869 por Miescher, desde
entonces ha sido objeto de mdaltiples investigaciones, es un
biopolimero, que por diversos estudios fisicoquimicos ha
demostrado su elevado peso molecular, en donde las unidades
que se repiten son nucleodtidos éstos estan formados por una
base nitrogenada (adenina, guanina, timina y citosina), acido
fosforico y un azdcar en este caso desoxi-D-ribosa.

Una de las propiedades que destacan al ADN es su Fig. 1 Watson y Crick
elevada viscosidad en soluciones acuosa asi como su fragilidad.  Tomadade http://physicsweb.org/

En cuanto a la estructura del ADN Watson y Crick (Fig.1) en 1953, propusieron un modelo;
constituido por dos cadenas de ADN que se enrollan helicoidalmente en

tormo a un eje central comun originando una molécula de cadena doble de
unos 20A de diametro, las cadenas de azlcar fosfato estan situadas en la
parte externa, las bases puricas y pirimidicas se encuentran enlazadas por
puentes de hidrogeno, (Fig. 2) en la parte interna de las hélices solo se tolera
el apareamiento de bases entre
adenina y timina o entre " H
guanina y citosina (Fig.3). oM, fn—n—: H
S . r!] Ao _C-.;:,‘ a 'ILC{-—H
Los é&cidos nucleicos se s, [ TS
encuentran en su mayoria m:!:‘:r S A N
constituyendo nucleoproteinas, Adening H P
complejos formados por n; 5
proteinas basicas (protaminas e
histaminas). Tirniria
H
Fig. 2 Estructura secundaria del ADN M‘;""H‘E _CJP H
Tomada de http://www.um.es Mo 7 N, H—H H
/A5 BH R
El ADN de un organismo determinado es _ =<, W Yo—n
relativamente homogéneo en lo que se refiere a: Guanina '|"_“ _ ;.;_ o
Las bases que entran en su composicion; peso H R h
molecular y localizacion intracelular. Citasina

En esta molécula se encuentra almacenada la

informacidn genética de las células vivientes. Fig.3 Apareamiento de bases en el ADN
Tomada de http://superfund.pharmacy.arizona.edu
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OBJETIVO

El alumno obtendrd, purificara e identificara el &cido desoxirribonucleico (ADN) de germen
de trigo en el laboratorio, mediante una técnica sencilla y de facil aplicacion.

FUNDAMENTO

La obtencion del ADN se realiza con una metodologia basada en las propiedades
fisicoquimicas de éste, de tal forma que no se modifique su estructura y pueda identificarse
mediante la reaccion de uno de sus componentes: la desoxi-D-ribosa con difenilamina.

MATERIAL Y EQUIPO

- Espétula - Vidrio de reloj

- Mortero con pistilo - Vasos de precipitados de 100 ml
- Vasos de precipitados de 250 ml - Agitador de vidrio

- Probeta de 50 ml - Tubos de ensaye de 13 x 100

- Tubos de ensaye de 16 x 150 - Pipetas de 1 ml

- Pipetas de 5 ml - Frasco con tapon esmerilado de
- Centrifuga clinica 250 ml

- Parrilla eléctrica - Gasa

- Balanza de dos platos
MATERIAL BIOLOGICO
- Germen de trigo

REACTIVOS

- Hielo seco

- Buffer CSC
Citrato de sodio 0.15M
Cloruro de sodio 1.5M

- Buffer SAS
Tris 0.01M
Sacarosa 0.30 M
MqgCl, 0.005 M

Mercaptoetanol 0.005 M (PM 78 d = 1.114 g/ml)
- EDTA Salino pH 8.0

EDTA 0.1M

NaCl 0.15M
-TRIS0.4 M pH 8.5
- Lauril sulfato de sodio al 4% en agua P/VV
- Etanol 96° frio
- DSC Dilucién 1:100 del buffer CSC
- Mezcla Sevag

Cloroformo 24 partes

Alcohol isoamilico 1 parte
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- Acido tricloroacético al 10%
- Difenilamina.- Disolver 1.5 g. de difenilamina en 100 ml de acido acético glacial, agregar
1.5 ml de &cido sulfarico concentrado. Guardar en frasco ambar y en la oscuridad.

PROCEDIMIENTO

Macerar 5 g de germen de trigo en un mortero, agregando pequefios trozos de hielo seco
hasta homogeneizar finamente el material.

Pasar el material a un vaso de precipitados de 100 ml adicionar 30 ml de buffer SAS agitando
rapidamente una vez que esta todo el material himedo, agregar un trozo de hielo seco muy
fragmentado mezclar y dejar congelar durante 10 minutos. Transcurrido ese tiempo descongelar
en bafio maria a 30 grados.

Pasar este homogeneizado a través de una gasa doble y con un trozo de plastico limpio
ayudar a exprimir el material de la gasa.

Centrifugar el filtrado a 3000 rpm durante 5 minutos.

Desechar el sobrenadante y resuspender el boton en 5 ml de TRIS 0.4 M, afiadir ahora 5 ml
de lauril sulfato de sodio y homogenizar, agregar 0.5 ml de EDTA salino y por ultimo adicionar 1
ml de CSC.

Verter el contenido del tubo lentamente a un vaso de precipitados de 250 ml que contenga 50
ml de etanol frio en bafio de hielo. EI ADN asciende como una nata blanca. Fig. 4.

Colectar con la ayuda de una varilla esta nata blanca y transfiérala a un
vaso de pp de 100 ml, eliminar el alcohol con un papel filtro.

Disolver el ADN en 40 ml de DSC y agregar la cantidad necesaria de NaCl
para que estos 40 ml queden a una concentracion 1 M de NaCl. Recuerde que
el DSC, es una dilucién del CSC 1:100 y que por lo tanto ya existe NaCl en
ella considérelo para su calculo.

Fig.4 ADN Afadir 40 ml de la mezcla Sevag y en un frasco con tapén esmerilado
precipitado | agitar durante 10 minutos, haciendo chocar suavemente el contenido con las

asciende paredes del frasco.
Centrifugar el material a 3000 rpm durante 5 minutos; se
obtienen 3 fases, en la superior se encuentra el ADN, en la media las proteinas
histonas y no histonas que se encontraba asociada al ADN, y en la capa inferior
translucida la mezcla Sevag (Flg. 5). Las figuras 4 y 5 fueron elaboradas por Carlos Bautista R. | |
Colecte en un vaso de precipitados las capas superiores de todos los tubos,
ahora vierta lentamente lo colectado a un vaso de precipitados que contenga 50
ml de etanol frio en bafio de hielo.
Colectar el ADN libre de proteina con una varilla de vidrio sobre un vidrio
de reloj y elimine el exceso de alcohol con un papel filtro. Obtenga por L.../'
diferencia el peso del ADN. Fig. 5
Formacion
Identificacion. de tres
fases
Depositar aproximadamente la mitad del ADN en un tubo de 16 x 150,

agregar 1 ml de TCA al 10%, calentar en bafio maria a ebulliciéon durante 15
minutos tape la boca del tubo con aluminio para evitar en lo posible la evaporacion, en este
hidrolizado estara presente la desoxirribosa libre, de tal forma que es posible identificarla.
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Prepare un tubo testigo similar al descrito en el punto anterior, sustituya el ADN por un ml de
agua. Dé el mismo tratamiento a ambos tubos simultdneamente. Marquelos para poder
identificarlos.

Al término del calentamiento agregue a cada tubo tres ml del reactivo de difenilamina.

Calentar ambos tubos en bafio de agua hirviendo durante 15 minutos.

Compare la coloracion que obtuvo en los tubos.

REPORTE DE RESULTADOS

Informe sobre la estructura y funcion del ADN, recupere datos histéricamente importantes

Describa las reacciones que ocurren durante la identificacion.

Indique si la reaccion del hidrolizado de ADN con la difenilamina fue positiva o negativa y
explique. Esquematice el resultado.

Indique porcentaje de de ADN obtenido en relacién con los 5 gramos de germen con los que
inicid la practica.

CUESTIONARIO

N~ wWNE

¢Que azucar forma parte de los acidos nucleicos?

¢Cuales son las bases nitrogenadas caracteristicas del ADN?

¢ Como esta formado un nucle6tido?

¢ Como se aparean las bases nitrogenadas en el ADN?,:

¢Donde se localiza ADN de una célula eucariotica?

¢ Como se puede producir la desnaturalizacion del ADN?

¢ Cuales son las precauciones que se deben tomar en cuenta para obtener el ADN?
Describa la estructura primaria y secundaria del ADN.
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PRACTICA No. 3
CROMOSOMAS GIGANTES

INTRODUCCION

La presencia de cromosomas gigantes es un
fendmeno que se presenta en la naturaleza en casos
muy especificos, de ésta manera se han identificado
dos tipos:

Los cromosomas gigantes plumulados o plumosos
(Fig.1) presentes en ovocitos de anfibios denominados
asi por su forma evidenciada al microscopio.

Los cromosomas politénicos identificados en
insectos de geénero Chironomus y en dipteros,
especificamente en la etapa larvaria; como el material ¢ unsowo _J
bioldgico que se utilizara en esta practica. |

En 1881 E. G. Balbiani describi6é unas estructuras |
descritas como bandas en los nucleos de un insecto del i
género Chironomus, sin que esta observacion tuviera [P ELE000 |
mayor relevancia. poENIOLS

En 1884 J. B. Carnoy confirmd los hallazgos
hechos por Balbiani. romatina espaciadora

En 1933 T. S. Painter identifico los cromosomas ~— cromemeros
politénicos en glandulas salivales de Drosophyla
melanogaster.

G

Figura 1 Cromosomas plumulados

labial disc En ) . .
humeral disc . 1934 Bridges hizo extensos y detallados estudios
e ' S oyc-antennal de los cromosomas politénicos correlacionando su
wing disc - disc estructura con el genoma de la mosca.

Los cromosomas gigantes son facilmente

) : observable en la Drosophyla melanogaster,

nonem d? : P especificamente en las células interfasicas de las
N

3rd leg disc 1st leg disc

glandulas salivales de larvas de tercer estadio
presentando un mayor didmetro y una mayor
trachea longitud que los cromosomas metafasicos. Aunque
_ cabe hacer mencion que los cromosomas gigantes
gut S se pueden encontrar en algunas otras estructuras de

Malpighian , .
o e la larva de tercer estadio. (Fig. 2).

salivary
gland

gonad . s
Los cromosomas gigantes politénicos son

producto de un proceso llamado endomitosis
aunque actualmente se le denomina mas
correctamente endoautoreplicacion el cual consiste

genital disc

Figura 2 Larva 3er estadio 29



en lo siguiente; los cromosomas normales inician una serie de duplicaciones sin que éstas se
acomparien de division celular con lo cual, el material genético neoformado se va acumulando a
los lados de los cromosomas originales en perfecta concordancia dando la apariencia de un cable
con gran cantidad de filamentos.

Tambien derivado del acomodamiento ya mencionado encontramos la presencia dentro de
estos cromosomas de bandas obscuras, las que denotan la presencia de gran cantidad de ADN
ademas de que son sitios especificos de asentamiento invariable del locus génico, por lo cual la
longitud de cada banda variara de acuerdo a la informacion génica que contenga; las interbandas
claras denotan una escasa cantidad de ADN. En algunos sitios del cromosoma se encuentran
abultamientos llamados anillos de Balbiani a Puffs y son sitios de intensa sintesis de RNA (Fig. 3
AnNexos).

Las siguientes son caracteristicas de los cromosomas gigantes de Drosophyla melanogaster;

En cuanto a forma y tamafo son totalmente diferentes de los correspondientes cromosomas
metafasicos (Fig. 4 Anexos).

Son cromosomas politénicos,

Son producto de una serie de 9 ciclos de replicacion,

Estan formados por aproximadamente 1024 filamentos,

Presentan alrededor de 5000 bandas que representan todo el genoma de la mosca.

Su estudio ha permitido lograr grandes avances en citogenética. Primordialmente, porque su
tamanfo facilita el analisis de secuencia de bandas en los cromosomas comparando el patrén de
bandas de un individuo con el bandeo normal y las diferencia que se hallan pueden
correlacionarse con las diferencias fenotipicas que se detectan. (Fig. 5 Anexos)

FUNDAMENTO

El método de “aplastado” (squash) y la tincién con colorantes basicos permiten obtener
preparaciones citoldgicas adecuadas para estudios citogenéticos. ElI material utilizado, las
glandulas salivales de Drosophyla melanogaster, representa un modelo valioso para observacion
de los cromosomas gigantes.

OBJETIVOS

El alumno elaborara preparaciones citologicas de glandulas salivales de Drosophyla
melanogaster

El alumno identificara los cromosomas gigantes de Drosophyla melanogaster utilizando
preparaciones citoldgicas elaboradas por €l, en el laboratorio.

El alumno detallara la importancia de los cromosomas gigantes en los estudios de Genética.
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MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS

- Microscopio optico
- Estereoscopio

- Varilla de vidrio

- Papel filtro

- Papel seda

- Cubreobjetos

- Portaobjetos

- Cajas de petri

- Agujas de diseccion

MATERIAL BIOLOGICO
- Larvas de tercer estadio de Drosophyla melanogaster (Véase video Larva de 3er estadio).
REACTIVOS

- Acido acético al 30% v/v

- Aceite de inmersion

- Sellador de parafina para las preparaciones temporales
- Solucidn colorante de acetorceina o

- Solucién colorante de acetocarmin

PROCEDIMIENTO

Coloque la larva elegida en un portaobjetos limpio y agregue una gota de acido acético al
30% (Vease nota 1)

Diseque con cuidado en el estereoscopio, utilizando las agujas para obtener las glandulas
salivales (Véase video Diseccion de las glandulas).

Con una de las agujas fije la larva firmemente por la parte media, la otra aguja coloquela
detrds de las partes bucales para desprender la cabeza. Las glandulas por lo general son
expulsadas de su sitio con el movimiento de decapitacion. (Véase nota 2).

Retire del portaobjetos las partes quitinosas y el reto del cuerpo de la larva.

Macere las glandulas utilizando la punta de la aguja de diseccion, teniendo cuidado de no
macerar demasiado.

Agregue una gota de colorante sobre el material y remueva para que entre en contacto con él,
espere durante 5 minutos, no permita que la preparacion se seque Yy si esto sucede afiada otra gota
de colorante.

Coloque un cubreobjetos limpio sobre el material y con la goma de un lapiz presione
ligeramente en forma vertical.

Coloque la preparacion con el cubreobjetos hacia abajo en medio de un circulo de papel filtro
doblado por la mitad.

Presione firmemente con al yema del dedo pulgar evitando movimientos laterales del
cubreobjetos (Véase video Método de squash).

Observe las preparaciones al microscopio para determinar si se logro una buena separacion y
coloracion de cromosomas. (Véase notas 3y 4).
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Selle los bordes del cubreobjetos, utilizando para tal fin el sellador temporal de parafina,
caliente la aguja de diseccién con la ayuda de un encendedor y funda el sellador, tome una gota
de este y extiéndala en los bordes del cubreobjetos a fin de evitar que el montaje se evapore
rdpidamente.

Observe al microscopio la preparacion y localice los cromosomas gigantes, poniendo
especial interés en su morfologia y la presencia de bandas e interbandas a lo largo del cuerpo
cromosomico (Fig. 6 anexos).

Guarde si se requiere las preparaciones temporales en una caja de petri con papel filtro
impregnado en &cido acético al 30% y bajo refrigeracion. Asi almacenadas las preparaciones
pueden durar en buen estado de 4 a 5 dias.

Sise desea realizar el montaje de las preparaciones permanentes consulte el apéndice.

NOTAS

El color de las larvas elegidas debe ser blanco y éstas deben de tener movilidad activa.

Las glandulas salivales son un par de bolsas muy transparentes.

Se debera observar, en una buena preparacion, los cromosomas como estructuras definidas,
en caso de duda consulte a su asesor.

Si la separacion de los cromosomas no fue la adecuada, deberd presionar nuevamente la
preparacion. Si la tincion no fue la adecuada deje actuar mas tiempo el colorante.

REPORTE DE RESULTADOS

Dibuje esquemas de los cromosomas observados e identificados, haciendo notar la presencia
de bandas, interbandas y puffs.

CUESTIONARIO

1. ¢Que ventajas presenta utilizar Drosophyla melanogaster en estudios de genética?

2. Diga como y porqué se forman los cromosomas gigantes en Drosophyla melanogaster.

3. ¢Por qué se obtienen las glandulas salivales durante el tercer estadio larvario y no en
otros.
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ANEXOS

Figura 3 Puff
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Fig. 6 Fotografia proporcionada por MC Raul Zavala Chavero.
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PRACTICA No. 4
OBSERVACION DE CROMATINA SEXUAL

INTRODUCCION

La cromatina sexual se deriva
de un cromosoma “X” de origen

célula embrionaria precor

materno o paterno, condensado X e
precozmente durante el desarrollo @
embrionario femenino normal, de

manera aleatoria en cada una de las |

células que componen a dicho X FSCOGID0 AL AZAR oo

condensando el mismo cromosoma
“X” de su progenitora (fig. 1).

embrion; a partir de ese las células /\
hijas resultantes seguiran @ @

L_ ﬁEREDABIUDAD DIRECTA DEL PATRON DE LONDENSALION CROMOSOMICA
El cromosoma “X” Unico de las

células masculinas normales no se @ @ @
inactiva.

HEREDABI[TDAD DIRECTA DEL PATRON DE CONDENSACION CROMOSOMICA

En 1923, Painter demostrd
ciotologicamente la existencia de
los cromosomas X y Y en el @

humano; En
1949, Barr'y _ :n s cion solo es aciivo X, en este dion sélo en active X,
gura 1 (Temado de Aberts segunda sd)
Bertram

consecuencia de una serendipia descubrieron a la cromatina sexual en
neuronas de gata en interfase femeninas y no en masculinas; En 1959
Ohno, Kaplan y Kinosita demostraron que la cromatina sexual
corresponde a un solo cromosoma “X” condensado; en 1961 Mary Lyon
propuso su hipdtesis de la cual los puntos méas importantes son: a) El
cromosoma “X” condensado es genéticamente inactivo, b) La primera
inactivacion del cromosoma “X” materno o paterno es al azar en etapa de
blastocisto, ¢) Una vez establecida la inactivacion el mismo cromosoma
“X” (paterno o0 materno) seguira inactivandose en las células
descendientes.

De lo anterior se deduce que la inactivacion del cromosoma “X” en la
hembra (un corpusculo de Barr) (Fig. 5’) tiene como consecuencia una
compensacion de dosis cromosomica en relacion con el macho (Sin
corpusculo de Barr) (Fig. 5) y que las hembras son un mosaico en relacion
a la inactivacion del cromosoma “X” en cada una de las células del
organismo(Fig. 2).

35



La cromatina sexual se encuentra en los nucleos interfasico de las células y puede ocupar
diferentes posiciones dentro de éstos dependiendo del tipo de tejido. En las células tejido epitelial
de la mucosa bucal se encuentra pegado a la membrana interna del nacleo (Fig. 3). En un frotis
sanguineo se puede identificar en los leucocitos Neutrofilos o polimorfonucleares en forma de
palillo de tambor (Drumstick) por su forma como una prolongacion de uno de los l6bulos de
dichas células sanguineas (Fig. 4). También puede observarse facilmente en preparaciones
citologicos de raiz de cabello y en Neuronas (suspendida en el jugo nuclear) donde originalmente
fue identificada. En general se observa en cualquier tejido cuyas células tengan nucleos grandes y
con cromatina dispersa.

Cr. Sexual -
/ .
“r -
™~ 7 '}l h Cr. Sexual
t. o

Figura 4: Frotis sanguineo, Neutrofilos

-
Figura 3:  Cdiula Epitelial

La formula para determinar el nimero de corplsculos de Barr es la siguiente:
N. Barr = N. “X” — 1 (Cuadro 1 en anexos).
Donde N. Barr es = a nimero de corplsculos de Barr y N. “X” = a nimero de cromosomas
“X".

3

Flg ura 5 Figura &'  células epitelia

En las células con dos cromosomas X 0 mas, sélo uno de ellos se encuentra laxo y disperso
en el nucleo mientras que los restantes se encuentran en estado condensado por lo que se tifien
mas intensamente, a los individuos que lo presentan se les denomina cromatina positivos.
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FUNDAMENTO

La sexocromatina es un método diagndstico clinico especifico para determinar aberraciones
cromosomicas de tipo numeérico ligadas a cromosoma sexual (Cromosoma “X”); por lo tanto se
pueden determinar sindromes como Turner, Superhembra, Klinefelter entre otros.

Para el estudio de la cromatina sexual, se utiliza un tejido de facil obtencién (epitelio de
carrillo bucal y frotis sanguineo), un ulterior tratamiento con un fijador, el cual tiene por objeto
preservar las estructuras con un minimo de alteraciones, seguido del uso de un colorante mixto
que permite tefiir tanto las estructuras cromosomicas de caracter acido, como el citoplasma de
caracter bésico.

OBJETIVOS

El alumno utilizara sangre y epitelio bucal para identificar al microscopio la cromatina
sexual.

El alumno aplicara diferentes métodos para elaborar laminillas en las que identificard la
cromatina sexual.

El alumno determinara citologicamente el sexo de un individuo mediante la observacion de
las laminillas histoldgicas procesadas previamente.

MATERIAL. EQUIPO Y REACTIVOS

- Portaobjetos

- Microscopio Optico
- Cajas Petri

- Probeta de 25 ml

- Pipeta de 10 ml

- Abatelenguas

- Varilla de vidrio

- Papel seda

- Lancetas estériles

- Camara de tincién

MATERIAL BIOLOGICO

- Raspado de la mucosa bucal (células de descamacién).
- Gotas de sangre obtenidas por puncién capilar

REACTIVOS

- Etanol al 96% y 70%
- Solucidn colorante Giemsa diluido 1:10 (V/V)
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- Solucién colorante de fucsina basica:
Reactivo A: Disolver 3 g de fucsina basica en 100 ml de etanol al 70%.
Reactivo B: Mezclar 10 ml de solucion A, 90 ml de fenol al 5%, 10 ml de acido acético
glacial y 10 ml de formaldehido al 37%. Dejar reposar 24 horas antes de su uso.

- Solucion colorante de Wright

- Etanol absoluto

- Xilol

- Aceite de Inmersion

PROCEDIMIENTO
Métodos de tincidn de células epiteliales con Giemsa

Enjuagar la boca repetidas veces con agua y raspar la mucosa interna de la mejilla con un
abatelenguas, desechar este primer raspado por el alto contenido de bacterias.

Repetir la operacion y extender la muestra sobre un portaobjetos.

Dejar secar al aire; colocar el porta objetos en una caja Petri que contenga alcohol al 96%
para su fijacion durante 50 minutos

Dejar secar al aire.

Pasar el portaobjetos a una camara de tincion que contenga Giemsa diluida 1:10 (V/V) para
su tincion por 15 a 20 minutos.

Lavar la preparacion al chorro de agua y dejar secar al aire.

Observar las preparaciones al microscopio a 10X, 40X y 100X; localizar las células
epiteliales, poniendo especial interés en la cromatina. En mujeres normales el nimero promedio
de células de frotis bucales con corpusculos de Barr es de 18-60 %.

NOTA1

Una buena preparacion se observa libre de bacterias y en ella las células deben verse en
monocapa y la cromatina sexual aparece como una estructura mas tefiida pegada a la cara interna
de la membrana nuclear y que no desaparece al mover el tornillo micrométrico del microscopio

Método de tincidn de células epiteliales con Carbol- fucsina

Preparar un extendido siguiendo el mismo procedimiento que en el Método I.

Colocar el portaobjetos en una caja Petri que contenga alcohol al 96% para su fijacién
durante 40 minutos.

Dejar secar al aire

Afadir 3 a 5 e gotas de colorante carbol-fucsina y tefiir durante 5 a 10 minutos, sin dejar
secar el colorante.

Sumergir la preparacion en etanol al 96% durante 1 minuto.

Sumergir la preparacion en etanol absoluto durante 1 minuto.

Aclarar con Xilol.

Observar al microscopio a 10X, 40X y 100X.

38



NOTA 2

Para aclarar la preparacion sumerja rapidamente la preparacion (1 minuto) en Xilol y seque al
aire. Si es necesario repita la operacion.

Método de Wright para tincion de palillos de tambor.

Para obtener una muestra adecuada de sangre capilar: Calentar la yema de los dedos con
friccion ligera y limpiar con alcohol al 70%.

Dejar secar la yema del dedo y con una lanceta estéril, picar una sola vez firme y
rapidamente. No presionar el dedo para sacar la sangre, ésta debe fluir libremente.

Eliminar las 2 primeras gotas de sangre y depositar la tercera en el extremo de un
portaobjetos.

Consultar con su asesor.

Dejar secar al aire la preparacion.

Afadir 3 a 5 gotas de colorante Wright, tefiir durante 5 minutos sin dejar secar el colorante, si
esto sucede, afiadir otra gota de colorante.

Lavar la preparacion al chorro de agua y secar al aire.

Observar las preparaciones al microscopio a 10X, 40X y 100X localizar los neutréfilos
(polimorfonucleares) poniendo especial interés en los palillos de tambor (Drumstick).

NOTA3

La cromatina sexual se observa como una prolongacién del nucleo del neutréfilo. En mujeres
normales el promedio calculado de polimorfonucleares con palillo de tambor es de 3 de cada 100
células.

REPORTE DE RESULTADOS

Dibuje las células epiteliales observadas, sefialando las estructuras y la cromatina sexual, si la
identifico.

Dibuje los polimorfonucleares (neutréfilos) observados sefialando las estructuras y los
palillos de tambor, si los identifico.

CUESTIONARIO

1. Explique si el cromosoma “X” se condensa totalmente o no.
2. Defina el termino “compensacion de dosis” mencionado en el texto.
3. Describa brevemente los sindromes de Turner, Superhembra y Klinefelter.
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Creditos de las figuras:

Fig. 1 tomada de Bruce Alberts, Dennos Bray, Julian Lewis, Martin Raff, Keith Roberts y
James D. Watson. 2002. Biologia molecular de la célula. 3rd. Omega. Barcelona Esparia.

Fig. 2 tomada de Lesson; Lesson; Paparo. 1992. Texto y Atlas de Histologia, 12 Edicidn,
McGraw,-Hill Interamericana, México D.F.

Fig. 3 tomada de www.isftic.mepsyd.es/MaterialesEducativos/biologia/nucleo/cromatina.htm
Fig. 4 tomada de McDonald 1989 Atlas de hematologia, 52 ed. Ed. Marban .Argentina.

Fig. 5 tomada de http://bktt.wordpress.com/2008/12/
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ANEXO

cromatinas X

Cromatina X :g :Y
aungnte 47, XYY
o 46, XX
Loy % 47, XXY
crqmauna 48. XXYY
' 47, XXX
. omD:;; % 48, XXXY
romatinas 49, XXXYY
Tres 48, XX XX
cromatinas X 49, XXXXY
Cuatro @ 49, XXXXX

Cuadro 1 Relacién entre el nimero de cromatinas X

y el nimero de cromosomas X en una célula.
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PRACTICA No. 5 ,
CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS PARA LA OBSERVACION
DE CROMOSOMAS HUMANOS Y ELABORACION DE CARIOTIPO

INTRODUCCION

LINFOCITOS

Para la realizacion de ensayos mutageénicos, los linfocitos (Figura
1) ofrecen una serie de ventajas, como el hecho de presentar una vida
media de dos a cuatro afios, lo que permite que acumule lesiones en su
ADN,(Acido  Desoxirribonucleico) ademds de encontrarse
sincronizados en un estado definido del ciclo celular (G0), y mediante
la adicién de un agente mitogénico como la fitohemaglutinina-M,
puede ser inducido a la division en condiciones controladas, y por
Gltimo, estas células han demostrado poseer una baja actividad de
Mammeceron | Feparacion, por lo que durante mucho tiempo ha sido uno de los
Fig 1 Eritrocitos y linfocito ~ SIStemas ideales para el estudio del efecto de la exposicion cronica a
bajas concentraciones de mutagenos, y realizar una gran variedad de
andlisis como:1) Aberraciones cromosdémicas en metafase. 2) Intercambio de cromatidas
hermanas. 3) Asociaciones de satélites. 4) Cinética de la division celular. 5) Micronucleos. 6)
Mutaciones puntuales dominantes. 7) Infidelidad en la sintesis del ADN.

La disponibilidad de este tipo de material biol6gico, es un punto més a favor de los linfocitos,
pues dependiendo de la edad, su concentracion en la sangre varia de 2500 a 5500 células por ml
En los adultos el 70% de los linfocitos son del tipo T, mientras que el 30% restante corresponde a
linfocitos B, (Evans y O"Riordan 1975; Natarajan y Obe, 1982; Roldan, 1992).

Estudios realizados en individuos expuestos y en células en cultivo, mostraron que los
linfocitos de sangre periférica humana, son un indicador muy sensitivo de dafio cromosémico
estructural inducido. Estos cambios en la estructura, ofrecen evidencia morfologica de dafio al
material genético, (Evans, 1984).

ALTERACIONES CITOGENETICAS

En mamiferos se han encontrado anomalias cromosomicas en virtualmente cualquier tipo
celular o tejido que se ha examinado. Numerosos estudios tanto in vivo como in vitro, muestran
que las alteraciones citogeneticas pueden ser resultado de exposicion a quimicos y radiacion
ionizante y no ionizante, (Tucker, 1996).

La asociacion entre alteraciones citogenéticas especificas y tumorogénesis es fuerte,
(Mitelman, 1994). Esta relacion es usada como una justificacion para incluir parametros
citogenéticos en evaluaciones toxicoldgicas de la industria quimica y el desarrollo de nuevos
farmacos y compuestos terapéuticos, (Tucker, 1996).
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CARIOTIPO E IDEOGRAMA

Para adentrarse en el andlisis cromosémico debemos aprender a ordenar los cromosomas a
partir de un cariotipo (nimero cromosoémico de una especie, observado en metafase mitdtica) en
un ideograma (representacion diagramatica de un cariotipo). A partir de metafases de buena
calidad obtenidas de linfocitos cultivados previamente, donde se acomodan los cromosomas por
grupos segun el tamario y la localizacion del centromero (Figura 2), de acuerdo a los lineamientos
establecidos en Denver®.

I En el grupo A se tienen los
CARIOTIPO HUMANO cromosomas 1, 2, 3. Grandes
A 0 metacentricos, excepto el 2, el cual es

I 1 r !
owoR R e

4 3 4 -
] En el grupo B se tienen los

lx'ﬁ KB }n{ ” }jﬂ M KK cromosomas 4 y 5, que son

submetacéntricos grandes.

1 ! En el grupo C se tienen los

|

Ah ah Ad KX KX AR “,3‘ "m" cromosomas 6,7,8,9,10,11 y 12, que
B * K » son los submetacéntricos medianos.
=1l b En el grupo D se tienen a los

www. biologicelularb. com.ar

cromosomas 13,14 y 15, que son
acrocéntricos medianos y presentan

satélites en sus brazos cortos.

El grupo E se encuentra constituido por los cromosomas 16, 17, 18, submetacéntricos
pequenos.

En el grupo F se tienen a los cromosomas 19 y 20, metacéntricos pequefos.

El grupo G se constituye por los cromosomas 21 y 22, acrocéntricos pequerios.

El par de gonosomas 0 sexocromosomas se constituyen por X (metacéntrico mediano) y Y
considerado acrocéntrico sin satélites.

! Denver, ciudad norteamericana, donde se llevo a cabo la Conferencia Internacional en 1966, para acordar los
lineamientos a seguir en la elaboracion de un ideograma a partir del cariotipo humano.
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OBJETIVOS

El alumno desarrollara la metodologia de cultivo de linfocitos humanos de sangre periférica,
para realizar la observacion de los cromosomas.

El alumno se iniciard en el andlisis citogénetico mediante la observacion al microscopio de
los cromosomas humanos obtenidos del cultivo de sus propios linfocitos.

El alumno establecera el indice Mitético (IM), de sus cultivos a partir del analisis de cien
metafases.

El alumno identificara las metafases mas adecuadas para fotografiar, amplificar y realizar el
cariotipo correspondiente.

FUNDAMENTO

Para el estudio de alteraciones cromosomicas se utilizan células en division, en este caso los
linfocitos se inducen in vitro a dividirse, mediante un agente mitogénico (Fitohemaglutinina-M),
y la obtencion de células en metafase, logradas mediante la inhibicién del uso mitético con
colchicina.

MATERIAL, EQUIPO REACTIVOS

Fase de Siembra:

- Jeringa estéril nueva, previamente heparinizada - Heparina

- Tubos Falcon de 15 ml, graduados estériles. - Alcohol 96%

- Pipetas graduadas estériles de 1 y 10 ml - Medio de cultivo RPMI-1640
- Mechero Bunsen - Fitohemaglutinina-M

- Estufa de cultivo a 37°C

- Marcador Indeleble

- Algoddn

- Microscopio de campo claro

Material biologico:
- 5 ml de sangre periférica de donadores clinicamente sanos.

Fase de Cosecha:

- Centrifuga clinica - Sol. Colchicina concentracion 4ug/ml)

- Vortex - Sol. Hipotonica de KCI (0.075 M a 37 °C)
- Portaobjetos desengrasados y marcados - Sol. Fijadora (Metanol-Acido Acético 3:1

- Hielo (VIv)
- Pipetas Pasteur (con bulbos de plastico) - Sol. de Giemsa al 10% en agua destilada

- Aceite de inmersion
- Balanza de dos platos
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DESARROLLO METODOLOGICO.
CULTIVO DE LINFOCITOS:

Se extraen 5 ml de sangre periférica de donadores clinicamente sanos con jeringa
previamente heparinizada. La siembra de linfocitos se lleva a cabo en condiciones estériles
colocando 5 ml de medio RPMI suplementado con 5 ug/ml de fitohemaglutinina y 0.5 ml de
sangre completa en tubos Falcon de 15 ml Los cultivos son incubados a 37°C por 48 horas.

COSECHA:

Se agregan 20 pl de colchicina por ml de cultivo 2 horas antes de concluir el tiempo de
incubacion. Para colectar las células, los cultivos son centrifugados a 1 500 RPM, durante 5
minutos, se retira el sobrenadante y el paquete celular se somete a choque hipotonico con 5 ml de
una solucion de KCI (0.075 M) por 20 minutos a 37°C, después de lo cual se centrifugan
nuevamente las muestras. La fijacion de las células se lleva a cabo con 5 ml de una solucién
Metanol-Acido Acético (frio), en una proporcion 3:1 V/V, efectuando tres cambios de la
solucidn fijadora a los 15, 10 y 5 minutos, centrifugando las muestras por 5 min. a 1 500 RPM
entre cada cambio. Al término de la ultima fijacion, se adiciona 0.5 ml de la mezcla metanol-
acido acético para que el paquete celular permanezca en solucion.

LAMINILLAS:

Las preparaciones se elaboran por goteo. Finalmente se hace una tincién con una solucion de
Giemsa (10%) durante 10 min.

OBSERVACION Y EVALUACIONES:

Para determinar el IM las evaluaciones se realizaran a 20X en microscopio de campo claro.
Se cuantificaran 1000 células por ensayo, contando las células en division y distinguiéndolas de
las que estén en interfase y se aplicara el siguiente estadigrafo:

IM = (nimero de células en division / namero total de células) X 100

Para elaborar el cariotipo, escoger las metafases mejor extendidas, completas y bien tefiidas,
tomar la fotografia, amplificarla y elaborar el Ideograma, siguiendo las convenciones
internacionales acordadas en Denver, (Bergsma, 1966).

REPORTE DE RESULTADOS

Graficar los resultados del indice Mité6tico (IM) obtenido, por grupo. (consultar al asesor).

Incluir en el reporte del experimento el Ideograma o Cariotipo obtenido de sus observaciones
al microscopio.
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CUESTIONARIO

1. Explicar ampliamente cuales son los componentes bioquimicos de los cromosomas
metafasicos.

2. Justifique la utilizacion de linfocitos para la observacion de cromosomas humanos,
(indicando porque no se utilizan otras células del tejido sanguineo como los eritrocitos o
plaguetas).

3. Realice un esquema de un cromosoma metafasico, sefialando las siguientes estructuras: a)
centromero, b) telémero, constriccion secundaria (si aplica), y cromatidas.

4. Explique que es la heterocromatina y la eucromatina.

5. Mencione cuantos pares de bases contiene cada cromosoma y cuantos genes.

BIBLIOGRAFIA

1. Barch J M, Lawsce J H., and Arsham S M. 1991. Peripheral Blood Culture (Chapter 2),
En: Barch J M (Ed), The ACT Cytogenetics Laboratory Manual . Second Edition. Reven Press,
New York, N.Y., pag.17-30.

2. Bergsma, D., ed. The Bird Defects Original Article Series of publicaction on
estandarization human cytogenetics: Denver Conference, 1960, reprinted in Chicago Conference
1966;12-15.

3. Evans, H. 1984. Human Peripheral Blood Lymphocytes for the Analysis of Chromosome
Aberrations in Mutagen Test. Elsevier Science Publishers. p 405 — 416.

4. Evans, H. y O'Riordan, M. 1975. Human Peripheral Blood Lymphocytes for the Analysis
of Chromosome Aberrations in Mutagen Test. Mutation Res. 31: p 135 — 148.

5. Natarajan, A. 2002. Chromosome Aberrations: Past, Present and Future. Mutation
Research 504: p 3 — 16.

6. Roldan-Reyes, E. 1992. Efectos Mutagenico y Teratogenico del Pentoxido de Vanadio.
FES Zaragoza, UNAM, México. 1992. p 4 — 7. Tesis de Maestria.

7. Tucker, J. y Preston, R. 1996. Chromosome Aberrations, Micronuclei, Aneuploidy, Sister
Chromatid Exchanges, and Cancer Risk Assessment. Mutation Research 365: pp 147-159.
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ANEXO 1

Dotacion cromosdmica humana en metafase 100X (Imagen proporcionada por: Dra. Elia
Roldan)

Recorta los cromosomas que aparecen en el esquema.
Ordena los cromosomas por tamarfio y posicion del centromero.
Ubicalos por pares.
Identifica cada par.
Escribe la formula cromosomica indicando: el nimero total de cromosomas y, separado
por una coma, los cromosomas sexuales que encontraste.
6. ¢Cual par cromosémico mostraria diferencias si el cariotipo correspondiera a un individuo
con Sindrome de Turner, con Sindrome de Klinefelter, con Sindrome de Down ?

oo E
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OBSERVACION DE CROMOSOMAS DE MEDULA OSEA DE RATON

(Practica alternativa al cultivo de linfocitos)
INTRODUCCION

Ratones, ratas y hamster chino son las especies mas comunmente utilizadas para estudios de
citogenética in vivo. El procedimiento basico es tratar a los animales por varias rutas de
aplicacion y tomar muestra de diferentes tejidos después de un intervalo de tiempo apropiado.
Son posibles dos tipos de evaluaciones citogeneticas: el analisis de metafases para aberraciones
cromdsomicas y/o la evaluacién de la frecuencia de micronicleos. Ambas técnicas son
comunmente aplicadas y evaluadas en médula 0sea; sin embargo también son utilizados 6rganos
como el bazo, rifién, higado, embriones completos, érganos fetales y, células germinales.

El complemento cromosémico del hamster chino (2n=22) contiene pares de cromosomas que
se distinguen muy bien lo cual facilita el conteo. El juego cromosomico de la rata (2n=42),
presenta cromosomas metacéntricos y acrocéntricos, mientras que los ratones (2n=40),
unicamente acrocéntricos. Ambos ratas y ratones son comdnmente utilizados en toxicologia, asi
que los datos de dosificacion estan disponibles.

Para la mayoria de pruebas se escogen animales jovenes, maduros sexualmente y se
distribuyen azarosamente en grupos control y tratado. Es prudente utilizar ambos sexos (machos
y hembras), en pruebas citogenéticas de tejidos somaticos. Se incluyen de cuatro a cinco animales
por sexo, dosis, e intervalo de tiempo. Los animales se albergan en cubiculos con aire
acondicionado, con ciclos de luz constante y, se les provee de alimento y agua ad libitum (Adler,
1984, Roldan, 1992; Altamirano-Lozano et al., 1993; Alvarez-Barrera y Altamirano-Lozano,
1999).

OBJETIVO

i . . , . .,
oy et El alumno aplicar4 una metodologia para realizar la observacion de
: cromosomas de ratdn, a partir de un tejido somatico en crecimiento activo,

en este caso la médula Gsea.
Fig. 1 Raton cepa CD-1
FUNDAMENTO
Para este estudio de los cromosomas se utilizan células en divisidn, en este caso se elige la
médula Gsea por ser un tejido somatico en crecimiento activo; la acumulacion de células en

metafase se logra inhibiendo la formacion del huso acromatico con colchicina; el tratamiento
hipotonico esparce los cromosomas dentro de la célula y los hace distinguibles individualmente.
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MATERIAL Y EQUIPO

- Jeringasde 1y 5 ml - Centrifuga clinica

- Estuche de diseccion - Balanza granataria

- Tabla de diseccion -Balanza de dos platos

- Tubos de ensaye de 13 x 100 - Papel seda

- Pipetas de 5y 10 ml - Bafio mariaa 37 °C

- Portaobjetos desengrasados - Microscopio de campo claro
- Pipetas Pasteur - Vortex (agitador de toque)

- Algoddn

MATERIAL BIOLOGICO
- Ratones (de dos meses y medio (60 a 75 dias) de edad y de 25 a 30 g de peso).
REACTIVOS

- Colchicina al 0.1% (Véase nota 1)
- Solucion hipotonica de KCI 0.057 M).
- Solucidn fijadora.- Mezcla de metanol - acido acético en proporcion 3:1 (V/V).
(Recién preparada y fria).
- Solucidn colorante de Giemsa.- Diluir el Giemsa con agua destilada 1:10 (V/V).
- Aceite de inmersion

PROCEDIMIENTO

1. Inyectar el raton, intraperitonealmente colchicina al 0.1% (0.1 ml por cada 10 g. de peso)
(Véase nota 1).

2. Sacrificar al animal por dislocacion cervical, después de una hora.

3. Colocar al animal en la tabla de diseccion y disecar los dos fémures.

4. Cortar las cabezas femorales. (Véase nota 2).

5. Extraer la médula ésea inyectando 5 ml de solucion hipotonica, previamente incubada a
37° C. por el extremo superior del fémur. El liquido debe fluir a través del hueso de tal forma que
"arrastre” la médula dsea. (Véase nota 3).

6. Colectar la médula désea en tubos cénicos. Incubar en bafio maria a 37° C durante 20
minutos.

7. Transcurrido el tiempo de incubacién, centrifugar al 1500 rpm. durante 10 minutos,
desechar el sobrenadante.

8. Primera fijacion.- Agregar lentamente 5 ml de fijador (metanol - acido acético 3:1 V/V)
con agitacion continua, dejar reposar 10 minutos. (\Véase nota 4).

9. Centrifugar a 1500 rpm por un lapso de 10 minutos, desechar el sobrenadante.

10. Repetir los pasos 8 y 9 dos veces mas.

11. Al finalizar la ultima centrifugacion, resuspender el boton celular en 0.5 ml de fijador
limpio y frio.

12. En un portaobjetos desengrasado y glaciado, dejar caer con una pipeta Pasteur 3 gotas de
la suspension desde una altura de 20 cm, dejar secar al aire las laminillas. (Véase nota 5).
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13. Cubrir las laminillas durante 10 minutos con una solucién de colorante Giemsa diluido en
agua, 1:10 (V/V), eliminar el exceso de colorante bajo el chorro de agua, secar al aire las
preparaciones. (Véase nota 6).

14. Observar al microscopio a seco debil, seco fuerte e inmersion. Analizar en metafases
completas y bien extendidas la morfologia y el nUmero cromosémico.

NOTAS

1. La solucion de colchicina debe ser preparada con agua destilada.

2. Cada fémur se corta por sus dos extremos.

3. La suspension celular debera ser recuperada en un tubo de centrifuga o tubo de 13 x 100.

4. La primera fijacion es un paso critico; debe evitarse la formacion de grumos. Consulte a su

asesor.

5. Para desengrasar los portaobjetos, se recomienda sumergirlos en xilol durante 24 horas; el

glaciado se logra dejando permanecer los portaobjetos en el refrigerador cuando menos una

hora antes de depositar la muestra.

6. No debe secarse el colorante sobre la preparacion durante el tiempo que dura la tincion, si
esto ocurre afiada més colorante.

REPORTE DE RESULTADOS
Indique el numero de cromosomas observados por célula.
Dibuje esquemas de los cromosomas observados e identificados, haciendo notar su tamafio

relativo y la posicion del centromero.

CUESTIONARIO

1. ¢Qué tipo de colorantes se utilizan para tefiir los cromosomas y por qué?
2. ¢Cuél es el mecanismo de accion de los siguientes reactivos?

a) Solucién hipoténica de KCI

b) Solucién fijadora

c) Solucién de colchicina
3. Investigar y describir como se elabora el ideograma del cariotipo del raton.
4. Indique el nimero cromosémico del raton.
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practical approach”. Venitt, S. y Parry, JM (Eds). Ed. OIRL PRESS, Oxford. Washington DC.
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ANEXO 1

Microfotografia (100X) de cromosomas de ratén.

Las fotografias de la figura 1 y del anexo fueron tomadas de la tesis de licenciatura de
Barrera, 1992.
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CRITERIOS DE EVALUACION UNIDAD 2 GENETICA

Cada una de las unidades tendr& una mecénica de evaluacion independiente que al finalizar el
curso se plasmara en calificaciones especificas por unidad, que deberan ser aprobatorias para
poder exentar de primera y segunda vuelta dicho laboratorio.

REGLAS GENERALES

La asistencia al laboratorio es obligatoria y el alumno debera de tener por lo menos un 80%
de asistencias para poder tener derecho a la calificacion correspondiente.

La puntualidad es importante y se dara una tolerancia maxima de 15 min. para poder llegar al
laboratorio y tener derecho a la asistencia correspondiente

El alumno tiene estrictamente prohibido ingerir alimento y bebidas en el laboratorio.

El alumno tiene la obligacion de usar bata durante su permanencia en el laboratorio; no podra
trabajar sin bata.

Durante una sesion de laboratorio el alumno solo podra abandonarlo bajo consentimiento del
profesor de laboratorio correspondiente

En el caso especifico de la unidad 2 Genética se dard una pequefia introduccion previa a cada
practica donde se tocaran los contenidos méas importantes de teoria y de fundamentacion
metodoldgica para inmediatamente iniciar la metodologia correspondiente.

Para el trabajo en el laboratorio los alumnos formaran equipos.

Los cuestionarios y reportes de practicas seran entregados manuscritos y en un cuaderno
especial para la unidad, para ser revisados por el profesor.

Al inicio de cada practica el alumno entregard de manera individual la metodologia en un
diagrama de flujo y el cuestionario resuelto que viene al final de cada practica

Se entregara de manera individual un reporte por cada una de las practicas; que tendra los
siguientes rubros:

a). Titulo. f). Resultados.

b). Introduccion. g): Analisis de resultados.
c). Objetivos. h). Conclusiones

d). Metodologia fundamentada i). Bibliografia.

e). Material y equipo.

MECANISMO DE EVALUACION

La evaluacion de la unidad 2 Genética esta dada por dos parametros que son:

Promedio de calificaciones por practica, (5 en total) que a su vez contemplara los siguientes
rubros: a). Asistencia y puntualidad, b). Comportamiento y desempefio del alumno en el
laboratorio, c). Entrega de trabajos de laboratorio (cuestionarios, reportes de practica etc.). Tendra
un valor de 40% de la calificacion de la unidad.

Promedio de calificaciones de examenes uno por cada una de las practicas de la unidad (5
practicas) abarcando teoria y fundamentacion metodoldgica; Tendra un valor de 60% de la
calificacion de la unidad.

Ambos promedios deberan de ser aprobatorios para obtener la calificacion de exencion. En
caso contrario el alumno presentara esta unidad en la primera vuelta mediante un examen global
teorico de todas las practicas la calificacion minima aprobatoria serd de 6; en caso de reprobar
ésta, tendra que presentar en segunda vuelta un examen global tedrico practico que sera la
calificacion definitiva de la unidad.
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Unidad 3

Bacterias, algas y hongos
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INTRODUCCION

La Biologia tiene como objeto de estudio a los seres vivos, quienes en la naturaleza se
muestran como un complicado rompecabezas cuyas piezas tienen formas, fisiologias y habitos
particulares e interactuantes. Este conjunto, mejor conocido como biodiversidad, es al que se
enfrenta el bidlogo. Por ello es indispensable que tenga el conocimiento suficiente para poder
reconocer, delimitar, ubicar y relacionar los elementos que la componen. Asi el laboratorio se
constituye como pilar fundamental en la formacion del estudiante ya que le permite aplicar sus
conocimientos tedricos mediante la manipulacion directa de los organismos, fomentandole con
esto, una infinidad de cualidades como cientifico. Esta tercera unidad estd conformada por seis
practicas cuyo objetivo global es brindar una introduccion al estudio de bacterias, algas, hongos y
liquenes. Su disefio permite conocer estos grupos® mediante el andlisis de su patrén estructural
basico directamente con ejemplares representativos y aplicar las técnicas correspondientes para
su recoleccion, manejo en cultivo, observacion al microscopio y otras particularidades
taxondmicas y ecoldgicas sélo por citar algunas.

El estudio de los procariotas (Monera) abarca las practicas 6, 7 y 8. La préactica 6 trata las
técnicas microbiologicas basicas empleadas en Bacteriologia y muchas de ellas también en
Micologia. En la practica 7 podra conocer y aplicar técnicas de siembra y resiembra para aislar
bacterias las cuales podemos encontrar en sustratos diversos y cuyo aislamiento requiere una
infraestructura y mantenimiento mucho sencillo. Por Gltimo, la préactica 8 muestra parte de la
diversidad existente de cianobacterias, grupo interesante de procariotas fotosintéticos oxigénicos,
Ilamadas cianofitas por sus afinidades morfo- fisiolégicas con algunos grupos algales. Son muy
buen ejemplo del desarrollo de los niveles de organizacion procariota y un eslabon importante
dentro de la evolucién vegetal .

Los eucariotas se abordan en las practicas 9, 10 y 11. La practica 9 introduce al vasto grupo
algal (linea autdtrofa-Protoctista). Se hace evidente que la fotosintesis oxigénica a lo largo de la
evolucion se present6 en diferentes linajes filogenéticos comprobando por qué son un grupo
artificial. La practica 10 comprende la diversidad fangica®: hongos falsos* (linea heterétrofa-
Protoctista) y hongos verdaderos (Fungi). Se analizan representantes mucilaginosos,
unicelulares y filamentosos en una mezcla interesante de patrones estructurales. Para finalizar, en
la practica 11 se presenta a los liquenes, la mas compleja de las simbiosis, algas y hongos dan
como resultado el talo liquénico con su particular quimica de importancia taxonémica y con
potencial dentro del campo de la medicina y la industria.

Las practicas contienen una serie amplia de actividades con el fin de brindarle al profesor la
flexibilidad necesaria para cubrir los objetivos en funcidn del material disponible y el tiempo con
el que se cuente. Por su parte el alumno contard con una gama atractiva de alternativas para
desarrollar su proyecto de investigacion segun sus intereses particulares.

2 por sencillez del esquema se plantean bajo el esquema de los cinco Reinos sensu Margulis.

* Bajo un criterio tradicional y sencillo se ha pretendido abarcar los grupos de “héabito fungoide”.
* Ver explicacion en la practica 10 para el caso de los cigomicetos.

> Por absorcién, no por ingestién como en Protozoa.
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PRACTICANo.6Y 7

PREPARACION, MANEJO DE MEDIOS DE CULTIVO
BACTERIANOS, AISLAMIENTO Y OBSERVACION DE BACTERIAS

INTRODUCCION

Los microorganismos se pueden encontrar en todos los ambientes, incluidos el suelo, el agua
y el aire. Su papel en la naturaleza es relevante por sus contribuciones a los ciclos
biogeoquimicos y ecoldgicos.

La taxonomia de las bacterias es muy compleja debido que su clasificacién se basa en gran
medida a sus procesos metabdlicos, 1o que implica una serie de pruebas bioquimicas. Sin
embargo es posible reconocer basicamente cuatro grupos morfolégicos: células esféricas o cocos,
baston o bacilos, espiral o espirilos y con forma de coma llamadas vibriones (Anexo 5).

Una cepa bacteriana se define como una poblacion de células que descienden de una sola,
que al compartir caracteristicas comunes puede considerarse como una especie.

Para el estudio de las bacterias se utilizan técnicas microbioldgicas convencionales:
preparacion de medios de cultivo, toma de muestras, aislamiento, técnicas de tincion, pruebas
bioguimicas y observacion al microscopio.

Un medio de cultivo es una mezcla que permite manipular el crecimiento de
microorganismos segun su naturaleza. Este medio puede ser liquido (caldo), semisélido o sélido
enriquecido con diversos nutrimentos. Los medios semisolidos y sélidos se preparan con agar, el
cual es un ficocoloide inerte que se extrae de las algas rojas, cuyas propiedades de punto de
fusién permiten manejarlo para diferentes fines.

Los medios de cultivo pueden ser no selectivos y selectivos o diferenciales, los no selectivos
carecen de inhibidores, y sustentan el crecimiento de la mayoria de los microorganismos que se
encuentran en la muestra. Este medio se puede hacerse selectivo si se adiciona uno o mas
antibioticos o ciertos agentes quimicos.

OBJETIVO GENERAL.:
Elaborar un medio de cultivo, aislar y caracterizar una colonia bacteriana

OBJETIVOS PARTICULARES:

Preparacion y esterilizacion de material y un medio de cultivo general para cultivar bacterias
Realizar la técnica de siembra en caja petri de una cepa bacteriana

Caracterizar y aislar alguna de las colonias presentes en el medio de cultivo

Diferenciar las bacterias por la tincién de la pared celular con la técnica de Gram

Reconocer formas bacterianas
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MATERIAL: Reactivos:

Materiales diversos: Aceite de inmersion
Algodon Agar bacteriolégico o medios de
Gasa cultivo selectivos
Asa bacteriologica Alcohol etilico grado 96 %
Mechero de gas Solucién de cristal violeta
Termdmetro (-10 a 150°C) Lugol
Papel de estraza Acetona
Papel aluminio Safranina
Bandeja de tefiido Agua destilada
Guantes de cirujano
Cubre boca desechable Equipo:
Guantes de asbesto Autoclave
Microscopio de campo claro
Material cristaleria: Estufa bacteriolégica (con control de
Cajas Petri temperatura)
Matraz Earlen Mayer de 500, 1000 ml.
Tubos de vidrio capacidad 20 ml con tapdn Material bioldgico
de rosca
Porta objetos Cepas bacterianas: Escherichia coli,
Cubre objetos Bacillus subtilis etc.

PROCEDIMIENTO

1. Recoleccion de la muestra
La muestra puede obtenerse de sustratos diversos: exudado faringeo, alimentos lacteos, agua,
0 puede ser traida de algun cepario

2. Preparacion del medio de cultivo

Preparar medio de cultivo correspondiente para un litro (ver instrucciones del fabricante para
su preparacion, asi como los requerimientos particulares). Generalmente se usan de 15 a 20 g;
calcular de 10 a 15 ml por caja o tubo.

Para su esterilizacion vaciar en un matraz Earlen Mayer de dos litros o hacer los célculos
correspondientes por separado para medio litro en matraces de un litro. Siempre se recomienda
esterilizar en un matraz del doble de la capacidad del medio a utilizar. Colocar en la boca del
matraz un tapon hecho con algoddn envuelto con gasa de tal forma que quede bien sellada, esto
se comprueba al levantar el matraz sélo por el tapén.

3. Esterilizacion del material y del medio de cultivo
En microbiologia, es fundamental emplear técnicas de esterilizacion y desinfeccion que
permitan asegurar el trabajo libre de agentes bioldgicos contaminantes.
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Desinfeccion.- se utiliza para la limpieza de materiales o superficies inertes que se puede
realizar con desinfectantes (fenol al 5% en agua). Para la limpieza de manos se pueden emplear
antisepticos. En ambos casos se recomienda primero lavar con agua corriente y jabon.

Esterilizacion.-. Es importante asegurarnos que el material y medio de cultivo que vamos a
utilizar esté libre de gérmenes que alteren nuestros resultados. Para ello existen distintas técnicas
para la destruccion de cualquier forma de vida: calor seco (flameado, incineracion, horno seco) y
calor himedo (ebullicion y vapor a presion). Con el Autoclave (Anexo I) se esterilizara el matraz
que contiene el medio de cultivo y el material de cristaleria previamente envuelto de manera
individual en papel de estraza.

Nota: Aplique esta técnica para la destruccion total de material microbiolégico que ya
no utilice

4. Llenado de cajas y tubos

Se colocan un par de mecheros con una separacion de 30 cm entre ellos para delimitar una
zona estéril. Se vierten 10 ml del medio de cultivo en las cajas y en caso de los tubos se inclinan
para aumentar el area de cultivo.

5. Sembrado bacterioldgico o inoculacién

Se requiere un asa de inoculacién de nicrom o platino (Anexo Il), con un extremo insertado
en un mango cilindrico. La superficie del medio de cultivo en una placa de petri puede ser
inoculada con la muestra por distintas técnicas: punteadura, estria o picadura. El asa debe ser
esterilizada entre cada inoculacion. Las colonias aisladas pueden ser entonces resembradas
individualmente a otros medios, para obtener cultivos puros. (Anexo I1)

6. Incubacion

Hecho el inéculo se procede a la incubacion. Los microorganismos difieren en su
temperatura Optima de incubacién. La mayoria crecen a 35° C. Las fluctuaciones de temperatura
pueden causar problemas en la incubacion.

7. Observacion de colonias bacterianas

La valoracion de las caracteristicas de las colonias se realiza mediante la inspeccion visual
del crecimiento en la superficie de las placas de agar. La inspeccion se lleva a cabo sosteniendo la
placa en una mano y observando la superficie del agar para detectar crecimiento bacteriano. Cada
placa debe observarse cuidadosamente debido a que las muestras iniciales son por lo
generalmente cultivos mixtos que presentan diversos tipos de colonias.

Para caracterizar una colonia de bacterias deben tomar los siguientes aspectos:

Tamafo: didmetro en milimetros.

Forma: puntiforme, circular, filamentosa, irregular, rizoide, con forma de huso

Elevacion: plana, elevada, convexa, pulvinada, umbonada, umbilicada

Margen (borde de la colonia): entero, ondulado, lobulado, lacerado filamentoso, enrulado.
Color: blanco, amarillo, negro, sepia, naranja, otros.
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Superficie: brillante, opaca, lisa, rugosa, brillante.

Densidad: opaca, translicida, transparente, otras.

Consistencia: butirosa, viscosa, membranosa, quebradiza, otras.
Aspecto: mucoso Yy seco.

Tamario: grande (5 mm), mediana (2-3 mm), pequefia (1-2 mm)
(Anexo 1)

8. Tincion de la pared celular (tincion de gram)
La identificacion preliminar de bacterias requiere no solo de la observacién de las
caracteristicas , sino también de su morfologia y coloracion diferencial de la pared celular.

a) La estructura de la pared bacteriana tiene una importancia directa y practica para los
microbidlogos debido a su estructura y composicion quimica que es responsable de la reaccion
frente a los reactivos usados en la técnica Gram. Esta tincion diferencial divide a la mayoria de
las bacterias en dos grupos. Bacterias Gram positivas y bacterias Gram negativas. (Anexo 4)

9. Caracterizacion de la bacteria

Se refiere a la descripcion de la morfologia bacteriana:

- Oval o esférica (coco)

- Cilindrica o en forma de bastdn (bacilo)

- Espiral o helicoidal (espirilo)

- Filamentosa

- Formas intermedias de algunos casos anteriores (Anexo V)

Como agrupacion bacteriana pueden ser:
- Agrupaciones cocoides (diplococos, estreptococos, estafilicocos)
- Agrupaciones bacilares (diplobacilos, estreptobacilos) (Anexo V)

RESULTADOS
Se presentaran caracteristicas de las principales colonias observadas que se pueden identificar
en forma de cuadros sinopticos que incluyan los esquemas correspondientes.

Ejemplo

Microorganis- | FORMA TAMANO BORDE ELEVACION | COLOR SUPERFICIE
mos

58



CUESTIONARIO

SAE I

Menciona las caracteristicas biologicas y morfoldgicas mas importantes de las bacterias
Expligue en que casos se emplean medios de cultivo liquidos y semisolidos

Explique los fundamentos de la esterilizacion por medio del autoclave

¢ Cual es el fundamento de la Técnica Gram?

Explique la técnica de conteo de bacterias por dilucion
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ANEXO 1
TECNICA PARA UTILIZAR EL AUTOCLAVE:

Resumen de las instrucciones para el manejo del autoclave

1. Comprobar el nivel de agua y la carga

2. atornillar la tapa: apretar las tuercas por parejas diametralmente opuestas, de forma que la
tapa encaje perfectamente sobre la arandela.

3. abrir la valvula de vapor y encender el gas.

4. una vez que salga vapor por la valvula, esperar al menos 5 minutos para expulsar todo el
aire y cerrar la valvula.

5. vigilar el manémetro y la valvula de seguridad. Cuando la valvula deje escapar vapor,
comprobar la presion y disminuir la llama de gas o corriente.

6. dejar que actué el tiempo requerido, cerrar el gas o desconectar.

7. esperar a que el mandmetro descienda a cero y abrir entonces la llave de vapor.

8. esperar 5 minutos y abrir la tapa. Esperar algunos minutos antes de quitar la carga.

Para la esterilizacion de medios de cultivo de 107 a 121° C durante 10-15 minutos estés bien.
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ANEXO 2

TECNICAS PARA INOCULACION

Punto
de
inoculacion

A tubo inclinado B Tubo vertical

Técnica para inocular un caldo de cultivo A Inoculacion por estria

Patron de estrias

Técnica para inocular en agar inclinado con asa recta
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ANEXO 3

ESQUEMA DE LAS DIFERENTES FORMAS DE UNA COLONIA

CARACTERISTICAS DE LOS CULTIVOS DE BACTERIAS

COLONIAS
FORMA: -5~ ® v % &
Puntiforme  Circular  Filamentoss Amiboide  Rizoide  Fusiforme
ELEVACION:  — e . M
Plana Elevada Convexa Pulvinada Umbonada <Loncava

[

renado  Filamenteso  Enrrollado

BORDE: D

Entero Ondulado  Lobulado  C

ESTRIA EN AGAR — FORMA DE CRECIMIENTO

* Filiforme Equinulada Perlada Difusa Arborescente  Rizoide

PICADURA EN GELATINA

LINEA DE PICADURA: LICUEFACCION:

Crateriforme Forma

Filiforme Perlada  Papilar  Vellosa  Arborescente
de nabo

P
<
H
¢
?

Infundibuliforme  Saculada Estratiforme

CALDO DE NUTRIENTES — SUPERFICIE DE CRECIMIENTO

@

e v
Floculenta Anillada

Peliculada Membranosa

[Este esquema se debe a la cortesia de la American Society for Microbiology. Detroit, Michigan].
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ANEXO 4

TECNICA DE LA TINCION DE GRAM

1. Seflamea el asa

2. Toca el centro de la colonia a estudiar con el extremo de el asa

3. La porciéon de la colonia a examinar se emulsifica una gotita de agua o solucién
fisiologica en un portaobjeto para dispersar las células bacterianas, permitir que se seque al aire.

4. Fijar el material al portaobjeto, pasandolo tres o cuatro veces a través de la llama de un
mechero de Bunsen, de modo que el material no se lave durante el procedimiento de tincion.

5. Colocar el extendido en una bandeja para tefiido, y cubrir la superficie con solucion de
cristal violeta.

6. Después de 1 minuto (con algunas soluciones puede emplearse menos tiempo) de
exposicion al colorante cristal violeta, lavar minuciosamente con agua destilada o buffer.

7. Cubrir el extendido con la solucion de yodo para Gram durante 1 minuto. Lavar
nuevamente con agua.

8. Sostener el extendido entre el pulgar y el indice, y cubrir la superficie con unas pocas
gotas del decolorante alcohol acetona, hasta que no se arrastre mas violeta. Esto lleva usualmente
10 segundos 0 menos.

9. Lavar con agua corriente y volver a ubicar el extendido sobre la bandeja de tincion.
Colocar sobre la superficie safranina de contraste durante 1 minuto. Lavar con agua corriente.

10.Ubicar el extendido en posicidn vertical en una bandeja de tincidn, permitiendo que se
escurra el exceso de agua y el extendido se seque.

11.Examinar el extendido bajo un objetivo de inmersion X100 (aceite de inmersion). Las
bacterias Gram positivas se tifien de azul oscuro; las Gram negativas aparecen rosa palidas.

Toma de muestras

La gota del inoculo se extiende
sobre el portacbjetos

; Secar al aire

Preparacion de un frotis para tincion.
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ANEXO 5

AGRUPACIONES DE TIPO BACTERIANO

Diplococos

Estreptococos
5 g3 a3z -GBS - .

Tetradas

Estafilococos

Sarcinas

»,

Agrupaciones de tipo cocoideo.

Diplobacilos

Estreptobacilos

Bacilos incurvados

i a
(3

Bacilos con varias incurvaciones

Agrupaciones de tipo bacilar.
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PRACTICA No. 8
OBSERVACION DE ALGAS PROCARIOTAS

INTRODUCCION

Las cianobacterias (anteriormente conocidas como algas verde-azules o cianofitas) son un
grupo natural de procariotas muy antiguos. Su registro fésil se remonta al Precambrico
(estromatolitos) y son responsables del cambio de la atmosfera primitiva al incrementar el
oxigeno.

Carecen de nucleo verdadero y otros organelos de doble membrana y es en el citoplasma
donde se localiza el material genético o ADN dispuesto en fibrillas asociados a los cuerpos
poliédricos, los cuales contienen carboxisomas que fijan el dioxido de carbono. Son
fotosintéticas, presentan clorofila a, carotenos y xantofilas contenidos en lamelas o tilacoides,
ademas, ficobiliproteinas en granulos o ficobilosomas asociados a los tilacoides.

Existen otras algas procariotas, las proclorofitas a diferencia de las cianofitas, éstas contienen
clorofila a y b pero no contienen ficobilinas. Desde el punto de vista evolutivo, ambas estan
relacionadas (Madigan, et al., 2006).

La pared celular de las cianofitas es similar a las bacterias Gram negativas, lo que indica la
posible relacion entre ellas, estd formada por peptidoglicanos o mureinas (glicopéptidos,
mucopéptidos) y diaminopimélico exclusivo de los procariotas. Las celulas estan rodeadas por un
mucilago o vaina que las protege contra la desecacién, esta compuesta de azUcares neutros
galactosa, glucosa, manosa, rhamnosa, 2-O-metil-D-xilosa, acido glucurénico y galacturénico,
también puede contener proteinas y fosfatos (Lee, 1999).

La reproduccion es principalmente asexual o vegetativa mediante la
produccién de: nanocistes, endosporas, exosporas, hormogonios y hormocistes.

Existen dos formas de intercambio genético, llamado  parasexualidad:
transduccion y conjugacion.

En la actualidad se han descrito unas 2000 especies, en cinco ordenes: o 7.
Chroococcales, Pleurocapsales, Oscillatoriales, Nostocales y Stigonematales. ™
Para su clasificacion se consideran aspectos fisioldgicos, reproductivos, o/
morfoldgicos y habitat. (=

Las cianofitas son unicelulares, coloniales, filamentosas y parénquimas
simples (Fig. 1). Son acuéticas: agua dulce, salobres marinas y de ambiente
terrestre ( Hoeck C. van den et al., 1995).

Las aguas que contienen Fosforo, CO,, Nitrégeno e incremento de QT
temperatura propician el crecimiento de cianobacterias potencialmente

toxicas, entre ellas: Microcystis, Oscillatoria, Calothrix, Merismopedia, y
Leptolyngbya (ver anexo 1).

Fig. 1 Nostoc
(filamento con heterocistos)
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OBJETIVO GENERAL
Observar la morfologia y reconocer los niveles de organizacion de las cianobacterias

OBJETIVOS PARTICULARES:

Elaborar preparaciones en fresco y semipermanentes con gelatina glicerinada
Reconocer caracteres morfoldgicos, células especializadas (heterocistes y acinetos)
Adgquirir habilidad en el uso de claves para la determinacion taxonémica

MATERIAL

Biologico

e Preparaciones semipermanentes de cianobacterias, muestras de agua (lago, arroyo,
charca), muestra de lama.

Material diverso
Agujas de diseccion
Aceite de inmersion
Pinzas de diseccion
Franela

Gelatina glicerinada
Pipetas Pasteur
Porta y cubreobjetos
Caja Petri

Equipo:
e Microscopio compuesto de campo claro

PROCEDIMIENTO

1. Observar las preparaciones semipermanentes que sean proporcionadas por los profesores.

Elaboracion de preparaciones en fresco:

a). Colocar sobre un portaobjetos una gota de la muestra de agua (usar pipeta Pasteur) y
colocar un cubreobjetos. Observar.

2. La muestra de lama se disgrega con las agujas de diseccion en una gota de agua sobre un
portaobjetos y colocar un cubreobjetos. Observar.

3. Reconocer los niveles de organizacion, células especializadas (heterocistes, acinetos),
hormogonios, vaina y tricoma. (Anexo 1)

4. Elabore dibujos de lo que observa, indique el aumento, nombre de estructuras

5. Siga la clave para determinar los géneros observados

6. Las preparaciones que resulten interesantes, fijarlas con formol al 4% y montarlas con
gelatina glicerinada. (Anexo 2)

7. Con la ayuda de bibliografia especializada elabore las diagnosis de las especies
observadas.
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CUESTIONARIO

1. ¢Cuéles son los niveles de organizacion presentes en cianofitas?

2. ¢Cuales son las estructuras de una célula de cianofita?

3. ¢Cual es la funcidn de un acineto, heterociste y hormogonio?

4. ;Qué es la vaina y qué formas presenta?

5. ¢Cual es el habitat e importancia econdémica y ecoldgica de las cianofitas?

-Elabore un glosario de 20 términos en orden alfabético.

-Esquematice un diagrama clasificatorio con los dibujos de sus observaciones. Complemente
con los dibujos del anexo 1 y algunos tomados de bibliografia (con especies no observadas).
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ANEXO 1
Ejemplos de cianobacterias
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Fig. 6. Lyngbya sp. Fig. 7 Spirulina sp.
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Fig. 8 Oscillatoria sp. Fig. 9 Anabaenopsis sp. Fig. 10 Merismopedia sp.
(Figuras tomadas de Ortega, 1984)
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ANEXO 2

Montaje de preparaciones

Gelatina glicerinada

Gelatinaenpolvo ...................... 3590
Aguadestilada ...............coeennen. 21 ml
Glicerina .......oovviiiiiii 25 mi
Acido fénico .......cc..eeeveeiiinnnnn, 1g

Agregue agua a la gelatina, dejandola durante una a dos horas, y después la glicerina. Funda
de inmediato la mezcla en bafio maria, sin dejar de agitar. Una vez fundida, saquela del frasco y
agregue el acido fénico. Filtre enseguida a través de un lienzo fino (Gavifio, 2005).

Elaboracion de preparaciones:
1. Agregar sobre la muestra una o dos gotas de gelatina glicerinada, coloque un cubreobjetos
y deje secar.

Solucion fijadora (formol al 4%):
Formol ... 40 ml

Nota: el agua debe ser de donde se obtuvieron las muestras algales

ANEXO 3. CLAVE PARA ALGAS PROCARIOTAS

1 a.- Células aisladas 0 formando colonias..........cccocvreiniennieneineree e Chroococcus
1 b.- Células formando filamentos UNISEriados. .........ccoverererineiniensenre e 2
2.8 .- SINNEEIOCISIOS. ... .eiiiiicie ettt st sr e s re e s ra et e ae et 3
B o B O T o 41 (=] 0T 151 01O 4
3 a.- Tricomas en espiral, sin que atraviesen la pared............cccoeovveiiiennn, Spirulina
3 b .- Tricomas raramente en espiral, multicelulares, pared de Ia
BNSANCNAGA. ...t Oscillatoria
3 ¢ .- Un sblo tricoma dentro de la vaina, generalmente  con
QBIALINOSA. ... ettt e et e re et e nnen Lyngbya
4 a .- Células esféricas, tricomas dentro de o irregularmente
(012 F L] 0T USSR Nostoc

4 b .- Células isodiamétricas, con tricomas agregados en capas.......Anabaena

célula

una

con

apical
matriz

matriz
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PRACTICA No. 9
OBSERVACION DE ALGAS EUCARIOTAS

INTRODUCCION

Las algas estan consideradas entre las talofitas (plantas que carecen de raiz, tallo y hojas). En
su mayoria son fotosintéticas excepto las parésitas. Poseen clorofila a, principal pigmento
fotosintetico, ademas de carotenos y xantofilas. Comunmente son acuaticas; agua dulce marinas y
salobres, también las hay terrestres, algunas algas verdes se asocian con hongos para formas
liquenes.

Las células de las algas eucariotas estan rodeadas por una pared compuesta de celulosa o
puede ser reemplazada por mannana, Xilano o diferentes polimeros, ademas de polisacaridos,
secretados por el Cuerpo de Golgi, la membrana plasmatica es la responsable de controlar la
entrada y salida de sustancias del protoplasma. Algunas especies presentan flagelos o
undilopodios en células vegetativas y reproductivas para su locomocion. Los cloroplastos o
cromoplastos estan rodeados por dos, tres o cuatro membranas segun el grupo. Los leucoplastos o
amiloplastos son incoloros estan adaptados al almacenamiento de material de reserva.

Las algas son unicelulares, coloniales, palmeloides, filamentosas, pseudoparenquimatosas,
parengquimatosas y sifonales.

Su reproduccidn es asexual o vegetativa mediante; division celular, esporas, fragmentacion.
En la sexual, se diferencian gametos en células especializadas o gametangios.

En esta practica se observaran ejemplares de algas verdes (Division Chlorophyta), algas
pardas (Clase Phaeophyceaea) y algas rojas (Divisién Rhodophyta)

Division Rhodophyta (algas rojas). El color rojo de
estas algas de debe a la presencia de ficoeritrina en una
mayor proporcion que otros pigmentos ficobilicos
(ficocianina  y aloficocianina), también presentan
clorofila a, carotenos y xantofilas.

Existen alrededor de 5500 especies, la mayoria son
marinas, se les encuentra adheridas a diversos sustratos
(plantas, algas, conchas, rocas, entre otros), algunas son
parésitas y endosimbiontes. Tienen la capacidad de
realizar la fotosintesis con un minimo de luz incluso las
marinas a profundidades mayores a 200 m.

Fig. 1 Tayloriella dictyurus con cistocarpos

La pared celular esta constituida por celulosa, algunas especies presentan xilosa, manosa. En
espacios intercelulares se forma un polimero sulfatado o galactano del que se extrae el agar y la
carragenina, los cuales son usados para la preparacion de geles. Por ejemplo el agar que tiene
gran importancia en la investigacion microbioldgica. El agar se obtiene de varias especies de
Gelidium, Gracilaria y Pterocladia. La carragenina es parecida al agar, es usado en la industria
farmacéutica, textil y alimentaria por sus propiedades coloidales y como estabilizador de
emulsiones y suspensiones. La carragenina se obtiene de Chondrus crispus y Mastocarpus
estellatus, especies del género Eucheuma son cultivadas para la produccion de este ficocoloide.
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En el orden Corallinales, la pared celular tiene impregnaciones de cristales de calcita, estas
algas calcificadas son abundantes en mares tropicales del mundo y contribuyen a la formacion de
arrecifes coralinos entre ellas se encuentran; Lithothamnion, Lithophyllum y Jania.

La reproduccion es asexual mediante diferentes tipos de esporas y la sexual presentan ciclos
de vida con alternancia de dos o tres fases.

Fig. 2 Sargassum sp.

Clase Phaeophyceae o (algas pardas).

Estas algas presentan clorofila a, ¢; y c, carotenos y
xantofilas, la fucoxantina es la mas importante y responsable de
su color caracteristico. EI material de reserva es laminarina. No
hay formas unicelulares ni coloniales, son principalmente
filamentosos, seudoparenquimatosos 0 parenguimatosos, por
ejemplo Sargassum (Fig. 2). Esta clase comprende cerca de
2000 especies, la mayoria son marinas, se les encuentra en la
zona intermareal hasta profundidades mas de 120 m, sélo cuatro
géneros se han reportado de agua dulce. La reproduccién es
asexual o vegetativa y sexual con dos tipos de ciclos de vida. La
pared celular es de celulosa y un componente amorfo de acido
alginico y fucoidina, en algunas especies del género Padina,
presentan carbonato de calcio en forma de cristales de aragonita
en bandas concéntricas.

Division Chlorophyta (algas verdes).

Estas algas presentan clorofila a y b semejante a la que se encuentra en las plantas terrestres,
ademaés de carotenos y xantofilas. EI material de reserva es el almidon. Esta division comprende
8000 especies distribuidas en ambientes de agua dulce, marino y terrestre. Las formas
unicelulares forman parte del plancton, mientras que las pluricelulares se encuentran formando
parte del bentos. Las especies marinas son abundantes en la zona intermareal algunas adheridas a
rocas por ejemplo: Ulva y Enteromorpha, que desarrollan estructuras de fuacmn como la célula

basal en Chaetomorpha, estolones y rizoides en Caulerpa y
bulbos en Halimeda. Otras especies crecen sobre tronco de
arboles y suelo, algunas son simbiontes como Trebouxia
gue se asocia con hongos para formar liquenes. La pared
celular es de celulosa u otros polisacaridos xilanos manosa

entre otros.

La reproduccién asexual por medio de zoosporas,
aplanosporas y autosporas. En la sexual, se diferencian
gametos de igual o diferente forma y tamafio, ademés se

presentan tres diferentes tipos de ciclos de vida.

OBJETIVO GENERAL

Fig. 3 Chaeomorpha antennina

El alumno adquirira la habilidad de reconocer caracteres vegetativos y reproductivos de
Rhodophyta (algas rojas), Phaeophycea (algas pardas) y Chlorophyta (algas verdes). Asi como la
consulta de literatura especializada para la determinacion taxondémica de especimenes.
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OBJETIVOS PARTICULARES

e Reconocera el habito y caracteres externos

e Aprendera a elaborar preparaciones en fresco y semipermanentes

e Realizara cortes en plano transversal y longitudinal o disgregacion de talos para reconocer
caracteres internos vegetativos y reproductivos

e Distinguira entre talos de organizacion filamentosa, parenquimatosa, sifonal y polisifonal

e Conocera diversas claves para la determinacion taxonomica de los especimenes
estudiados

MATERIAL
Biologico: Preparaciones semipermanentes de algas verdes, pardas y rojas, muestras de
ejemplares fijados en formol.

Equipo: e Portay cubreobjetos (5)

e Microscopio compuesto de campo claro e Cajas petri (3)

e Estereoscopio e Navaja de afeitar (nueva)
e Charola de diseccion (1)

Material diverso e Guantes de cirujano

e Agujas de diseccion (2) e Cubre bocas

e Aceite de inmersion e Piseta

e Pinzas de diseccion (1)

e Franela Reactivos

e Gelatina glicerinada e Lugol

e Pipetas Pasteur (1) e Agua destilada

PROCEDIMIENTO
Esta practica sera dividida en tres etapas, las cuales se cubriran en tres o cuatro sesiones, en
la primera se observaran algas rojas, en la segunda algas pardas y en la tercera algas verdes.

Primera etapa: Rhodophyta (algas rojas)

1. Observara en preparaciones semipermanentes proporcionadas por el profesor, caracteres
vegetativos y reproductivos

2. Cologue en una charola de diseccion los ejemplares fijados en formol, agregue un poco de
agua, extienda con las agujas de diseccién desde la base del talo hacia los extremos de las ramas
(en caso de presentarlas), para observar el habito

3. Elabore dibujos del habito de cada uno de ellos (forma del talo completo), asi como
estructuras vegetativas o reproductoras, en caso de presentarlos e indicar aumento

4. Para reconocer la estructura interna del talo, tome una muestra pequefia (0.5 cm) del eje
principal o ramas del talo, realice cortes en sentido transversal y observe: la diferencia entre
médula y corteza, tipos de cada una de ellas (parenquimatosa o filamentosa), estructuras
reproproductoras (tetrasporangios, cistocarpos, espermatangios, estiquidios, entre otros).

(Anexo 1)

5. En los talos con organizacion polisifonica, reconozca: células centrales y pericentrales,
conexiones “pit” y reproductores en caso de presentarlos.

6. Compare talos calcificados con los no calcificados.

7. Con base en los caracteres observados, determinard taxonémica los ejemplares (Anexo 2)
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Segunda etapa: Division Heterokontophyta.
Clase Phaeophyceae (algas pardas)

1. Observara en preparaciones semipermanentes proporcionadas por el profesor, caracteres
vegetativos y reproductivos

2. Cologue en una charola de diseccion los ejemplares fijados en formol, agregue un poco de
agua, extienda con las agujas de diseccion desde la base del talo hacia los extremos de las ramas
en caso de presentarlas, para observar el habito

3. Elabore los dibujos del habito de cada uno de ellos (forma del talo completo), asi como
estructuras vegetativas o reproductoras, indicar aumento.

4. En el caso de talos filamentosos, desprender un fragmento del talo, disgregarlo y colocarlo
sobre un portaobjetos, agregar una gota de agua, observe: tipo de ramificacion, zonas de
crecimiento, forma de cloroplasto, plurangios y meiosporangios

5. Para otros tipos de talos, tome una pequefia muestra y proceda a realizar cortes en sentido
transversal, agregue una gota de agua coloque un cubreobjeto, observe: médula y corteza asi
como estructuras reproductoras, indigue ¢de que tipo son?

6. En talos foliosos observe: forma de las hojas, ramas fértiles (receptaculo), en caso de
presentarlos y haga cortes en sentido transversal para observar conceptaculos. (Anexo 3)

7. Con base en los caracteres observados, determinara taxonomica los ejemplares. (Anexo 4)

8. Tome una muestra de suelo de jardin 0 maceta para observar Diatomeas. (Anexo 8 y 8 b)

Tercera etapa: Chlorophyta (algas verdes)

1. Observara en preparaciones semipermanentes proporcionadas por el profesor, caracteres
vegetativos y reproductivos

2. Coloque en una charola de diseccidn, los ejemplares fijados en formol, agregue un poco de
agua, extienda con las agujas de diseccidn desde la base del talo hacia los extremos de las ramas
en caso de presentarlas, para observar el habito

3. Elabore los dibujos del habito de cada uno de ellos (forma del talo completo) asi como
estructuras, indique aumento.

4. En el caso de talos filamentosos, desprender un fragmento del filamento y colocarlo sobre
un portaobjetos, agregar una gota de lugol y observe la disposicién, forma de las células y
cloroplastos.

5. Proceda a realizar cortes en plano transversal de talos laminares, para reconocer el nimero
de capas celulares.

6. De los talos cenociticos, tomar una muestra pequefia (0.5 cm), colocarlo sobre un
portaobjeto, agregar una gota de agua destilada y lugol, proceda con las agujas de diseccion a
disgregarlo, colocar un cubreobjeto y observe: cenocitos

7. Observe estructuras de una caroficea (talo, ramulas, nacula y glébulo) (Anexo 5)

8. Con base en los caracteres observados, determinara taxonomica los ejemplares. (Anexo 6)

9. Actividad opcional: Observe muestras de agua de florero, charcas, lago, entre otros (Anexo
7y 7b)

73



CUESTIONARIO

1. ¢En qué consiste la alternancia de fases?

2. Investigue sobre las estructuras reproductivas que se forman en un ciclo de vida trifasico
¢en que division se presenta?

3. ¢Cuantos tipos de crecimiento se presentan en las algas pardas?

4. ¢ Cuales son las caracteristicas generales de las caroficeas?

5. ¢Cuantas clases comprende la division Rhodophyta y cuales son las caracteristicas mas
sobresalientes de cada una de ellas?

6. ¢ Cuales son las caracteristicas generales de diatomeas?

-Elabore un glosario con 30 términos en orden alfabético
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ANEXO 1. Estructuras de algas rojas (Rhodophyta)

(3]

()

Tipos de tetrasporangio a) cruzado, b)
decusado, ¢) zonado, d) tetraédrico

Cistocarpos

Talo con médula (m) y corteza (c)
parenquimatoso

._/';I/Temspl:.rafugin— _—— __‘\\ji] 1\'-/'/
. Diploid Cell - "I‘
Nemalion. Médula (m) y corteza (c) -8 }

filamentosa

Ciclo trifasico
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ANEXO 2 . Clave para la determinacion taxonomica de algas rojas

18 TAlI0 FHAMENTOSO. . ...ttt ettt st s b e bbbt s b et b et b ettt b et et b b b be b s e 2

1b Talo de otra forma ( cilindrico, polisifonico, pareNQUIMALICO).............ervreiieiririsirise e eeens 7

P N I [ ol (Vo 0 JO OO TEUSURURRR 5

2D Tal0 SIN COMICACION. ....evevietisietistete sttt ettt sttt et st e et e et e s e s e s e s e s e s ss et et e s et e e e be e te s ere e 3

38 TAl0 EPITIEO BIBCLO. ... vttt bbbt b ket b bt b bbb bk n e bbbt st en et 4

3b Talo epifito postrado, Con ramas erectas INEQUIATES..............ccourrrireiernieieee e Lejolisia

4a Talo con células MAs anChas QUE Targas...........ueerierurieeririree et Erytrotrichia

4b Talo con células Mmas 1argas qUE aNChas..........cccceeeieiieieiieieeee e Acrochaetium

5a Talo totalmente corticado, espinas verticiladas a nivel denudo............ccccccvviviieiiei e, Centroceras

5b Talo parcialmente corticado (ramas,ejeS 0 NUAOS).......c.eevvereerieeieereiee e seesteseete e e seessesteseesssesessaesaeeneesseas 6

6a Talo con corticacion SOI0 €N NUAOS. .........uiiiriirieireri ettt es Ceramium

6b Talo con COrticaCion BN rAMAS Y ]ES......ccviveiririeireeeiereeie e re s e sre e sre e sa e e eesa e e seeneeresre s Pleonosporium

78 TAI0 CAICITICAUO. ... ettt bbbtttk b e bbbt b e e b e b e et et e e e 8

4 oI o TN g To I o] - Yo 1 o Uo (o OSSPSR 9

8a Talo con geniculas e intergeniculas de 2 mm de didmetro y tallas de hasta 5 cm..........ccccoeeveeneen Amphiroa

8b Talo con geniculas e intergeniculas con un diametro menor a 2mm y tallas de 1-2.5 cm................... Jania

9a Talo MoNnoSIfONICO 0 POHSITONICO. .......cviiiiiiiieeieieecc bbb 10

OD Tal0 PArENQUIMALOSO. ......eetiteieiteteete ettt ettt bbbt bbbt bbbtk b et bttt 16

108 TalO MONOSITONICO. ... .ttt sttt b e bt e ebese et et ebe st ebe e be e ereseebesberesnerens 11

0 o T 1= To T o101 FES7 1 (o] 1] T TSRO SR 12

11a Talo con ejes monosifONICo Y APICES CUNVEAUODS. .......ccccervrverieirieeniee st Antithamnionella

11b Talo con ramas monosifonicas y Sin apiCes CUNVEAAOS. .........urvueireieierierenieesieesreseseesennens Heterosiphonia

12a Talo polisifonico con arreglo superficial de CEIUIAS. .........ccoeiiriiiieiiieise e 13

12b Talo polisifénico sin arreglo superficial de CEIUIAS............ccvvviriiiiiiinees e Chondria

13a Talo polisifonico ded CElUIaS PEFICENTIAIES. .........ooviiriiriire e 14

13b Talo polisifénico de 9-12 CElUIAS PEFICENTIAIES.........ccoiiiieiriee e e 15

142 Talo postrado; ramas liguladas, con una 1inea Media...........ccceviriiinnenniene e Platysiphonia

14b Talo erecto, con algunas porciones postradas, ramas EreCtas..........c.uvvervrerereriereseresereeseens Polysiphonia

15a Talo saxicola; de 9-12 células pericentrales, ramas curveadas, con tricoblastos..............c.ccc...... Tayloriella

15b Talo epifito; de 10 -12 células pericentrales y ramas erectas, determinadas e indeterminadas con o sin
EFICODIASTOS. ...ttt et bbb e et ettt b Herposiphonia

16a Talo con MEAUIA FITAMENTOSA ......ccviiiiiiiicieiete ettt sttt sb e be b eaens 17

16b Talo con MEdUla PArENQUIMALICA. .......ecvevereieerieeriee e stee sttt ettt st te bt s bete s bt sae s ebe e esessenens 18

17a Talo con corteza de filamentos subdicotémicos, rodeadas de abundante mucilago y médula con

FIlamENtOS NO ESPAICIAOS. ......cviviiciieeiee ettt r e enenrere Dermonema

17b Talo con corteza de filamentos anastomosados, sin mucilago y médula con filamentos esparcidos
LR L =T 1 1=od = Vo o T3PS Grateloupia

18a Talo rosado, formando matas, ramas cilindricas con depresiones €n Sus apiCeS.......c..cevvreerenas Laurencia

18b Talo de color verde claro o rosado, frondoso o cespitoso, ramas complanadas, sin depresiones en
10T ot OSSPSR URRRRPR 19

19a Talo cespitoso, rosado; médula incolora parenquimatosa con células grandes y corteza con células pequefias
pigmentadas que N0 FOrmMan hilEIaS..........ccuiveiiiriiiiie et ereens Hypnea

19b Talo no cespitoso, que forma frondas, de color verde claro, médula con células pequefias y corteza con

células que forman varias hileras de 4-12 capas, en posicién anticlinal............c..ccocooevieiiiisiscccse s 20

20a Talo firme y rigido, de color verde claro, con médula parenquimatosa con células de pequefias a grandes y
corteza de células muy pequefias en lineas anticlinales que forman4-5 hileras...............cccoc..... Gymnogongrus

20b Talo rigido, con médula compuesta por células grandes, isodiamétricas y corteza con células pequefias
ovoides de 2-12 capas celulares en posicion antiChinal.............ccooiiiiiiiiiiii e Gracilaria
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ANEXO 3. Estructuras de algas pardas (Phaeophyceae)

Hincksia sp. Talo filamentoso

Talo folioso Sargassum sp.

3 ) Corte de un conceptaculo
Padina sp. Talo laminar

ANEXO 4. Clave para la determinacion taxonémica de algas pardas

Div. Heterokontophyta
Clase Phaeophyceae

I T I 1o 1 00T (o LT OO TP 2

1b. Talo de otra forma ( laminar, acintado, ParenNqUIMAtiCo) ..........cccoerureiriierirninniere s 3

2a. Formando densos penachos, ramas agudas, plurangios pluriloculares, cloroplastos en forma de banda
..................................................................................................................................................... Ectocarpus

2b. Formando densos penachos, ramas agudas o curvas, plurangios pluriloculares, cloroplastos en forma
(0L oTo Lo 1 TR Hincksia

2c. Formando pequefias matas, ramas redondeadas, con propagulos...........cccccvvevveeeveviirennn, Sphacelaria

3a. Talo laminar PareNQUIMALICO. ........cucvieieie ettt st ettt et eereeneeneereeraeras 6

K] o T 11 (oI Tox 1 o (o T S 4

4a. Talo con Nervadura CENIAL ..o Dictyopteris

4b.Talo SiN NErVAAUIA CENTIAL.......ceiiiiiieee et ettt sr et e re e s 5

5a. Talo de 2-4 CEIUIAS 08 GrOSOT ... .. iu et veeiie et et et e et ettt e a e e e e et aeeeens Dictyota

5b.Talo con mas de 4 CElUIAS de groSOr.......cvvn et et e e e e e Spatoglossum

6a. Talo laminar plano en forma de abaniCo............oovit i e Padina

o o T I U0 1 (1110 [0 o F PPN 7

7a. Talo con ramas subcilindricas poco comprimidas al APICe..........corvirieereierieiiriee e Chnoospora

7b. Talo folioso con margenes aserrados Y aCUMINAAOS. .. ... ...vvuveeeriieireiineeenineveeieanaa Sargassum
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ANEXO 5 . Estructuras de algas verdes (Chlorophyta)

Talo laminar, género Ulva sp. Foto Corte longitudinal de la 1dmina, Ulva sp.
A. Avila Foto I. Escalante

Talo seudoparenquimatoso Chara sp

c) Codium sp

Algunas de estas imagenes fueron tomadas de los textos citados en la bibliografia
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ANEXO 6. Clave para la determinacion taxonomica de algas verdes

Div. Chlorophyta

I T I 1o I 1 00T (0 LT OO OPPNY
(RO I (oo o (- (0] - VPRSPPSO |
2a. Talo filamentoso ramifiCadO. .. ... ..o e s Cladophora
2b. Talo N0 ramMIfiCadO. .. ...ou e e e Chaetomorpha
38, TAI0 CEBNOCTIICO. 1 1.veveeve ettt ettt et bbb bt bt e bt bt eb et et e et et et e ebesbebesbe e sbeeeas 4
K] o T I (o I a0 I ot=T g o Tod T o OSSP 5
4a. Talo CeNOCItiCO CON trADBCUIAS. ........c.eiicie et aeenea Caulerpa

4b. Talo cenocitico SiN trabBCUIAS.............ccceiviiie et re e e Bryopsis
5. Tal0 CENOCITICO NUBCO. .. ... et it e e et e st et e e e erbesbesieeeeseseeessessesneeees O
5b. Talo cenocitico pSeudopareNQUIMALICO. ..........urierrierieirirerie et ettt Codium
6a. TAlo MONOSIOMALICO. .. ...ttt et bbb Enteromorpha
6b. Talo diStromAtiCO MEMDIAN0SO ......ccviiiiiieieieietce ettt sttt st se e e e s stesreerentesrennen Ulva
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ANEXO 7. Algas verdes de cuerpos de agua continentales
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Fig. 1.
Figs. 2, 3.
Fott.

Fig. 4.
Figs. 5, 6.
Fig. 7.
Fig. 8.
Fig. 9.
Fig. 10.
Fig. 11.
Fig. 12.
Fig. 13.
Fig. 14.
Fig. 15.
Fig. 16.
Fig, 17.
Fig. 18.
Figs. 19, 20
Figs. 21,22
Figs. 23,24
Fig. 25.
Fig. 26.
Fig. 27.
Fig. 28.
Fig. 29.

ANEXO 7b. Pie de figuras

Chlorella miniata (Kitzing) Oltmanns (segin Oltmanns).
Chlorella saccharophilla var. ellipsoidea (Gerneck) Fott et Novakova in

Oocystis solitaria Wittrock in Wittrock et Nordstedt.

Oocystis pusilla Hansgirg. 5: célula aislada, 6: colonia.

Oocystis lacustris Chodat.

Scenedesmus obliquus (Turpin) Kiitzing.

Scenedesmus quadricauda var. longispina (Chodat) G.M. Smith.

Scenedesmus dimorphus (Turpin) Kutzing.

Pediastrum simplex var. duodenarium (Bailey) Rabenhorst

Pediastrum duplex var. reticulatum Lagerheim

Pediastrum heptactis (Ehrenberg) Meneghini.

Ulothrix aequalis Kitzing.

Ulothrix tenerrima (Kitzing) Kitzing.

Oedogonium oboviforme Wittrock ex Hirn. Filamento con oogonio.

Oedogonium landsboroughii Hirn. Filamento con anteridios.

Rhizoclonium hierogglyphicum (C. Agardh) Kiitzing.

Cladophora glomerata (Linnaeus) Kiitzing var. kuetzingiana (Grunow)

19: porcidn del talo, 20: estructura de la célula.

Mougeotia scalaris Hassall.

Spirogyra weberi Kiitzing

Closterium subulatum Brébisson.

Closterium striolatum var. subtruncatum (W. West et G.S. West) Krieger
In Rabenhorst.

Cosmarium subcrenatum Hantzsch in Rabenhorst.

Cosmarium subcucumis Schmidle.

Cosmarium undulatum Corda ex Ralfs var. undulatum
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ANEXO 8. Diatomeas
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Fig. 1 -2
conectiva
Fig. 3.
Fig. 4.
Fig. 5.
Fig. 6,7
vista valvar.
Fig. 8,9
Fig. 10.
Fig. 11.
Fig. 12.
Fig. 13.
Fig. 14.
Fig. 15.
Fig. 16.
Fig. 17.
Fig. 18.
Fig, 19.
Fig. 20.
Fig. 21.
Fig. 22
Figs. 23.
Fig. 24.

ANEXO 8b. Pie de figuras

Melosira distans (Ehrenberg) Kutzing. Vista valvar. 2 colonia en vista

Melosira ambigua (Grunow) O. Muller.
Melosira granulata (Ehrenberg) Ralfs var. angustissima O. Muller

Melosira granulata (Ehrenberg) Ralfs var. curvata Grunow

Fragilaria striatula (J. E. Smith) Lyngbye. 6. colonia en vista conectiva. 7

Fragilaria pinnata Ehrenberg. Colonia en vista conectiva. 9. vista valvar.
Eunotia lunares (Ehrenberg) Grunow.

Eunotia formica Ehrenberg .

Eunotia arcus Ehrenberg

Cymbella cistula (Ehrenberg) in Hemprich et Ehrenberg.

Cymbella cistula var. maculate (Kutzing) Grunow in A. Schmidt.
Gomphonema subclavatum var. mexicanum (Grunow) Patrick in Hon
Gomphonema truncatum Ehrenberg var. capitatum (Ehrenberg) Patrick.
Navicula cuspidate (Kitzing) Kitzing.

Navicula dorenbergii Reichelt.

Pinnularia cardinalicuslus Cleve

Pinnularia gibba (Ehrenberg ) Ehrenberg

Pinnularia nobillis (Ehrenberg) Ehrenberg

Gomphonema lungiceps Ehrenberg
Gomphonema subclavatum Grunow in Van Heurck var. subclavatum.
Nitzschia amphibian Grunow

83



, PRACTICA 10
OBSERVACION Y MANEJO DE HONGOS FALSOS Y VERDADEROS

INTRODUCCION

Los hongos en un sentido amplio abarcan varios grupos eucariotas filogenéticamente
diferentes® conjuntados por presentar una fase “vegetal”, es decir, sésil con pared celular y
reproduccion por esporas.

Los hongos falsos se dividen en:

1. Hongos mucilaginosos: Acrasiomicetos, Protosteliomicetos, Mixomicetos y
Plasmodioforomicetos’. Los tres primeros grupos son de vida libre y el Gltimo es parésito de
plantas. Su nutricion es holozoica (por ingestion) y forman fases somaticas o vegetativas sin
pared celular y de movimiento ameboideo. Las fases reproductivas asexuales si presentan pared
de celulosa, queratina o un polimero de galactosamina. El talo de los acrasiomicetos es un
seudoplasmodio, agregacién de mixamebas no fusionadas (conservan su individualidad) pero
funcionan en conjunto. Los mixomicetos, protosteliomicetos y plasmodioforomicetos presentan
un plasmodio, talo multinucleado (cenocitico) producto de la fusién total de mixamebas o
mixozoosporas (que pueden funcionar como gametos). Las esporas se pueden formar
directamente de la mixameba; solas dentro de sorocarpos o mezcladas con finos filamentos
(capilicio) dentro de esporangios. El esporangio puede diferenciarse directamente del plasmodio
conservando su forma reticulada (plasmodiocarpo). Un conjunto de esporangios puede
compactarse conservando su individualidad (seudoetalio) o cubrirse parcial o totalmente con un
peridio (etalio). El plasmodio de los mixomicetos puede transformarse en un esclerocio, al
deshidratarse y formar una estructura coriacea de resistencia.

2. Hongos acuaticos o ficomicetos®: Quitridiomicetos, Hifoquitridiomicetos, Oomicetos y
Cigomicetos. Su nutricion es por absorcion, presentan talo unicelular o filamentoso, en este caso
son hifas cenociticas con paredes celulares de quitina y/o celulosa y otros polimeros (quitosana y
glucana). Presentan rizoides, rizomicelio y/o haustorios o bien una base de fijacion.
Reproduccidn asexual por esporas en esporangios (zoosporas o aplanosporas) y la reproduccion
sexual es por somatogamia o0 bien isogamia y anisogamia (planogametos o gametangios) u
oogamia (anterozoide/oogonio o anteridio/oogonio). Forman elementos de resistencia (oosporas o
cigosporas). Las células flageladas varian segun el grupo: uno solo sea liso u ornamentado
(quitridio- e hifoquitridio- respectivamente) o un par: un flagelo liso y el otro ornamentado
(oomicetos). Los cigomicetos no presentan células flageladas.

Los hongos verdaderos son unicelulares (levaduriformes) o filamentosos (hifas septadas;
septos con poros simples o doliporos) con paredes de quitina, hemicelulosa y lipidos o celulosa,
quitosana y otros polimeros. Secretan enzimas degradadoras para absorber los nutrimentos
(heterotrofos por absorcion). Tienen reproduccion sexual y asexual por esporas. No presentan
flagelos.

¢ Agrupados dentro del Dominio Eucarya.

’ Son fitoendoparasitos y se nutren por 6smosis.

8 Agrupados asi bajo una perspectiva tradicional debido a su morfologia y habitat. Actualmente los
quitridiomicetos y los cigomicetos forman parte de los hongos verdaderos en el Reino Fungi y a los oomicetos se les
reagrupa junto con los heterocontos (algas pardas y afines) dentro del Reino Protoctista sensu Margulis.
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Ascomicetos. Levaduras o con micelio septado, forman conidios asexualmente en diversas
estructuras y sexualmente ascosporas (endosporas) dentro de ascas. Forman esporomas
pluricelulares (ascomas) cerrados (cleistotecio) o abiertos (peritecio o apotecio).

Basidiomicetos. Hifas septadas, presentan conexiones de grapa (fibulas). Asexualmente
forman conidios y sexualmente basidiosporas sobre basidios septados (Fragmobasidiomicetos)
aseptados (Holobasidiomicetos). Pueden formar esporomas (basidiomas) pluricelulares con
himenio expuesto (Himenomicetos) o cerrado (Gasteromicetos).

Deuteromicetos. ° Hifas septadas, su reproduccion es (inicamente asexual por fragmentacion
o formacion de conidios por gemacion (blastoconidios) o diferenciacion celular del las hifas
(taloconidios). Los conidios pueden formarse sobre conidi6foros o en diversas estructuras:
acervulos, esporodoquios, sinemas, picnidios.

De amplia distribucién son saprobios importantes en los ecosistemas. Pueden ser parasitos o
simbiontes exitosos como las micorrizas y los liquenes. Son dafiinos por atacar sustratos diversos
(madera, papel, cuero y alimentos) y ser patdgenos (muchas veces letales) tanto para nosotros
como para vegetales y animales de importancia econémica. Empleados en estudios de indole
diversa (Ecologia, Genética, Fisiologia, Biologia Molecular). Usos: alimentacion; produccion
industrial de &cido citrico, acético; enzimas y antibioticos entre otros.

OBJETIVO GENERAL

El alumno adquirira la habilidad de reconocer caracteres vegetativos y reproductivos de
Mixomicetos, Quitridiomicetos, Oomicetos, Cigomicetos, Deuteromicetos, Ascomicetos Yy
Basidiomicetos asi como las correspondientes técnicas de recoleccion y cultivo.

OBJETIVOS PARTICULARES

Reconoceré caracteres externos.

Aprendera a elaborar preparaciones en fresco y semipermanentes.

Realizara cortes o disgregaciones de los talos para observar estructuras internas.
Distinguira los diferentes niveles de organizacion de los talos.

Aprendera a manejar claves para la determinacion de los organismos.

MATERIAL
Biologico: Preparaciones permanentes y ejemplares de diferentes tipos de hongos.
Ficomicetos, Asco y Basidiomicetos.

 Grupo artificial formado sélo por la fase asexual (anamorfo) de algunas especies de Asco
y Basidiomicetes cuya fase sexual (telomorfo) se desconoce (0 en su momento se desconocia).
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Equipo
e Microscopio Estereoscopico
e Microscopio Compuesto

Reactivos o sustancias
e Aceite de inmersion
e Agar base o nutritivo
e Agua destilada

e Azul de metileno

e Gelatina glicerinada

Instrumental

e Agujas de diseccion

e Cajas de Petri

e Cristalizador

e Frascos de vidrio 250 ml con tapa de

Matraz 500 ml

Navajas para rasurar de doble filo
Pario para limpiar

Papel absorbente

Papel aluminio

Papel seda

Pipetas Pasteur

Porta y cubre objetos

Material diverso

e Carnadas: (semillas de ajonjoli, maiz
crudo, frutos pequefios de rosaceas
(piracanto); epidermis de cebolla, polen,
papel para limpiar anteojos, cuerda de
henequén o celofén; exoesqueleto de
camaron, diversos insectos (moscas, abejas,
grillos); ufias, cabello o cuerno.

e Harina de maiz.

e Manzana.

e Papas

e Sustratos varios: tierra de hoja, agua
de charco.

PARA RECOLECTA DE HONGOS

e Cajas blancas pequerias de carton

e (Canasta

e Etiquetas de recolecta (ver apéndice
7)

e Marcador de cera

e Papel encerado

e Secadora con focos
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PROCEDIMIENTO
Los acrasiomicetos

Obtencion: pueden aislarse de tierra negra (de bosque, parcela 0 maceta).

Cultivo: conservar el sustrato en una camara himeda: se vacia un poco de la tierra
ligeramente humedecido en una caja de Petri, cristalizador o frasco de vidrio y se tapa sin sellar,
para permitir oxigenacién. Se cubre con papel aluminio y se deja en un lugar sombreado por unos
dias.

Observacion: al microscopio estereoscOpico buscar sorocarpos, pequefias estructuras
hialinas a veces conectadas por finos filamentos con aspecto de telarafia. Pueden verse
mixamebas recuperando los sorocarpos con una aguja de diseccion y revolviéndolos en una gota
de agua destilada sobre un portaobjetos. Ya con el cubreobjetos encima, se hace ligera presion
con la goma de un lapiz para romperlos (squash). En caso de haber seudoplasmodio observar el
conjunto de mixamebas. Las preparaciones se pueden tefiir con una gota de azul de metileno
colocando una gota de éste a un lado del cubreobjetos y absorbiendo con papel absorbente un
poco de agua del lado opuesto a la gota para que penetre en la preparacion.

Los mixomicetos

Obtencion: son un poco mas dificiles de conseguir porque requieren zonas muy humedas y
generalmente sombreadas en el bosque (sobre troncos muertos o entre la corteza u hojarasca) o
sobre madera (polines, cimbras) humedos. Se conservan con un pedazo de sustrato (tierra,
madera, hojarasca) dentro de una camara humeda que bien puede ser un frasco con algodon
humedecido.

Cultivo: preparar y esterilizar agar-harina de maiz, agar papa-dextrosa, agar nutritivo o sélo
agar base. (Ver anexo 8); llenar cajas Petri. En el momento de la preparacion del agar aprovechar
para esterilizar hojuelas de avena envueltas en papel aluminio. Una vez solidificado el agar en las
cajas Petri, en la zona estéril de un par de mecheros 0 en una campana extractora se inocula un
pedazo de sustrato con mixomiceto (plasmodio, plasmodiocarpo o esclerocio) y se colocan unas
cuantas hojuelas de avena tefiidas previamente con un poco con colorante vegetal. Pueden
obtenerse también a partir de esporas, en cuyo caso se revuelven (con un asa de siembra o aguja
de diseccion ) uno o dos esporangios en unas gotas de agua destilada dentro de la caja de Petri. Se
envuelven las cajas con papel aluminio y se dejan por unos dias en una zona fresca.

Observacion: al microscopio estereoscopico se podran apreciar las venaciones del plasmodio
y en su interior las corrientes citoplasmaticas evidentes por el movimiento de la avena coloreada.
Para observar esporangios es necesario inducir su formacién. Esto se logra exponiendo los
plasmodios a la luz hasta que se formen unas agregaciones distintivas. La obtenciéon de
esclerocios se hace colocando una porcién de plasmodio sobre papel filtro y se deja secar. Las
mixamebas se pueden observar siguiendo el mismo procedimiento indicado para las mixamebas
de los acrasiomicetos.
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Quitridiomicetos, Oomicetos y Cigomicetos

Obtencidn: de manera directa recolectando un poco de agua de lagos, rios, peceras sucias,
charcos, agua de florero, o bien, tierra disuelta en un poco de agua destilada para evitar el rapido
crecimiento de bacterias.

Cultivo:

1. Colocar el agua o la tierra dentro de un frasco de vidrio, cristalizador o caja de Petri y
agregar las carnadas o cebos'®. Las carnadas pueden ser de origen vegetal como semillas de
ajonjoli, maiz crudo, frutos pequefios de rosaceas (piracanto), epidermis de cebolla, polen, papel
para limpiar anteojos, cuerda de henequén o celofan. De origen animal como exoesqueleto de
camarén o diversos insectos (moscas, abejas, grillos), ufias, cabello o cuerno. Es indispensable
esterilizar la carnada utilizada para evitar la contaminacion por otros hongos de crecimiento
rapido como los deuteromicetos. Esto se logra sumergiendo rapidamente la carnada en agua
hierviendo o un breve lavado de ésta en una disolucion de cloro casero (3%). Las carnadas sirven
de alimento para los hongos y ademas de promover su crecimiento facilitan la ubicacion y
observacion de los ficomicetos (talos quitridiales** y/o los micelios).

2. Para estudios acuaticos locales los quitridiomicetos, oomicetos y cigomicetos pueden
obtenerse en su habitat directamente mediante la colocacién de una bolsa pequefia de carnada
elaborada de tela con tejido abierto (semejante a la malla de mosquitero), se rellena de carnada y
unas canicas para facilitar que se hunda. Después de una semana 0 mas se recupera y analiza. El
tiempo esté en funcidn de la temperatura, asi, se recomienda que a unos 20°C se deje pasar una
semana y si la temperatura es menor entonces se dejan mas dias.

3. En el caso de los organismos que vivan en el suelo se recomienda colocar el sustrato en
camara humeda y cuando empiecen a propagarse los talos, hacer siembras y resiembras en cajas
Petri con alguno de los medios de cultivo antes mencionados. Particularmente los oomicetos del
suelo pueden cultivarse en una manzana ahuecada con un sacabocado y se rellena con sustrato
himedo. Se tapa el agujero con cinta adhesiva y en 3 0 4 dias se observan pequefios pedazos de
manzana (sobre todo los que presenten una pudricion café y seca).

4. En el caso de los cigomicetos se pueden conservar trozos de las tortillas, pan, harina,
pastas o frutas en una cdmara himeda (frasco, caja Petri 0 bien, una bolsa de plastico ligeramente
inflada). Revisar las colonias negruzcas. Otro sustrato interesante es el estiércol de vaca o
caballo. Se deja en una camara humeda durante algunos dias se debe revisar diariamente.

5. La obtencidn de cultivos puros. En el caso de los hongos acuaticos deben resembrarse en
agua destilada con nueva carnada, hacer esto las veces necesarias. Para los demas pueden
sembrarse y resembrarse en cajas de Petri ya sea con alguno de los medios descritos
anteriormente (PDA, HMA, agar nutritivo) o buscar alguno especial segun sea el objetivo del
estudio.

19 para facilidad de observacién no revolver diferentes tipos de carnada ni ponerlas en exceso.
1 Talos unicelulares de pared gruesa, hialinos, con un poro apical y rizomicelio basal. Son muy refringentes.
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Observacion: Se revisan las muestras en el microscopio estereoscopico y se realizan
preparaciones para revisar en el microscopio compuesto. Si es necesario tefiir con azul de
metileno para contrastar los talos hialinos. Si los zoosporangios estan maduros pueden observarse
las zoosporas uniflageladas en el caso de los quitridiomicetos o biflageladas en los oomicetos. En
el caso de los cigomicetos buscar gametangios jovenes o maduros (protuberancias hifales
cercanas entre si 0 en franco contacto) y la formacién de zigosporas cuya coloracion oscura las
hace facilmente localizables. Otras caracteristicas se mencionan en los respectivos generos
listados a continuacion. Se recomienda colocar s6lo un poco de muestra procurando no raspar en
exceso el sustrato de donde se tome ésta, asi observacion sera mas facil.

Quitridiomicetos (ver anexo 3)

Chytridium. Parésito de algas. Talo esférico muy refringente debido a su pared gruesa,
operculado apicalmente (se nota como una protuberancia) y con rizoides basales. Si las zoosporas
no han sido expulsadas su contenido es granuloso y opaco, de lo contrario se observara
transparente. Se recomienda obtenerlo con carnada de polen de pino.

Chytriomyces. Muy semejante al anterior pero éste es saprobio de agua dulce y crece sobre
sustratos quitinosos. Forma rizomicelio. Obtenerlo con carnada de camardn o moscas.

Allomyces. Talo filamentoso septado (seudoseptos) y ramificado dicotdbmicamente; presenta
rizoides basales. Sus esporangios son incoloros de pared delgada o moreno rojizos de pared
gruesa y punteada. Los gametangios son anaranjados o incoloros. Estas caracteristicas diferencian
los gametotalos de los esporotalos.

Oomicetos (ver anexo 3)

Saprolegnia. Saprobios que sobre el sustrato lucen como una masa turbia y algodonosa a
simple vista sobre restos animales o vegetales. Forma esporangios alargados que contienen
zoosporas. Los oogonios son globosos, y segun sea su maduracion, pueden estar flanqueados o
rodeados por anteridios que se observan como pequefias ramificaciones. Si estan maduros y han
sido fertilizados se observaran oosporas en su interior. Se recomienda emplear moscas o semillas
como carnadas.

Phytophtora. Micelio hialino, ramificado en mas o menos en angulos rectos; esporangioforos
ramificados, esporangios hialinos con forma de limén con una papila apical y en la base un
engrosamiento que fue parte del esporangiéforo. Los oogonios son esféricos. Para su cultivo se
recomienda particularmente la técnica de la manzana explicada anteriormente.

Cigomicetos (ver anexo 4):

Rhizopus. Las hifas presentan estolones arqueados, estos en los puntos que hacen contacto
con el sustrato tienen rizoides que los fijan y del lado contrario surgen erectos los
esporangioforos. Los esporangios presentan una apoOfisis incospicua y contienen numerosas
esporas. Observe si hay ornamentacion en las esporas y diferencie esporangios enteros de los que
han perdido la pared esporangial. Se obtiene de sustratos como las tortillas, pan, harina, pastas o
frutas.

Mucor. Micelio es sencillo que no forma estolones ni rizoides especiales; sus
esporangioforos nacen en cualquier sitio del micelio, el esporangio contiene muchas esporas y
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una columela de diversa forma que posee un aspecto vesicular y queda a la vista al romperse la
pared esporangial. Se obtiene de los mismos sustratos que la especie anterior.

Pilobolus. Talos muy hialinos que tienen un esporangioforo erecto que en su parte apical se
engrosa y forma una caracteristica vesicula transparente que porta a su vez el esporangio
negruzco. Por debajo de la vesicula se distingue una zona anaranjada que es fotosensible y
desencadena un mecanismo de disparo que lanza al esporangio a mas de un metro de distancia.
Se obtiene a partir de estiércol fresco conservado un tiempo en cdmara humeda.

Entomophthora. Parasito de moscas presenta prolongaciones alargadas irregulares
cenociticas con septos apicales que separan al “conidiéforo” que a su vez forma un “conidio”
globoso que en realidad es un esporangio unisporado. Se pueden obtener a partir de moscas en
camara humeda. Las moscas infectadas son poco activas, su abdomen brilla y tienen los 0jos
color rojo ladrillo.

Deuteromicetos.

Obtencion y cultivo: se pueden aplicar algunas de las técnicas ya descritas para los
ficomicetos a partir de los sustratos en donde se encuentren: tortillas, semillas, frutas, panes,
quesos etc. Si se emplea la manzana ahuecada, es necesario esperar unos ocho dias y poner
especial atencidn a la pudricion blanda. Si se necesitan cultivos puros es necesario hacer siembras
y resiembras en los medio apropiados

Rhodotorula. Talo unicelular, es decir es levaduriforme (levadura) que forma colonias
cremosas de color rosado, anaranjado o rojizo. Puede formar seudomicelio. Se recomienda
obtenerlo a partir de tortillas.

Aspergillus. ElI micelio forma colonias densas. Los conididéforos terminan en un
hinchamiento o vesicula de la cual surge una hilera de fialides (especies monoseriadas) o bien,
una serie de métulas de las que salen las fialides (especies biseriadas). Las fidlides generan los
conidios que pueden ser hialinos o de colores claros. En conjunto forman la llamada cabeza
conidial.

Penicillium. Sus colonias también presentan micelio denso. Los conidioforos y conidios son
hialinos o de colores claros. Puede presentar terminaciones ramificadas simétricas o asimetricas
de métulas y fidlides verticiladas en diferentes grados que forman cadenas de conidios secos que
le dan apariencia de pincel.

Macromicetos recolecta y observacion.

La recolecta de macromicetos (asco y basidiomicetos) requiere el ejemplar completo desde
su base. Se envuelve en papel encerado en el que previamente se anotan con un marcador de cera
los datos de sustrato, tipo de vegetacion y nimero de recolecta. Es recomendable colocar el
material en una canasta para permitir la circulacion del aire (esto evita que se pudran) y de ser
posible fotografiar cada ejemplar. Se anotan todas las caracteristicas morfoldgicas (ver anexo 7)
poniendo especial atencion a las medidas del esporoma y los colores que presente. El ejemplar
debe cortarse longitudinalmente para observar tamafio de contexto e insercion laminar o de tubos
y otras caracteristicas internas. La manera de conservarlos es deshidratandolos completamente en
una secadora cuya fuente de calor la provean una serie de focos de 100 W. Posteriormente,
ejemplar y etiqueta se guardan en cajitas blancas de tamafio apropiado y a éstas se les escriben los
datos principales (nombre cientifico, recolector, fecha, estado, nimero de foto entre otros.).
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Ascomicetos.

Para observar levaduras se recomienda hacer preparaciones de pulque en donde la mas
abundante es Saccharomyces.

Xylaria: hacer cortes del estroma peritecial para observar peritecios, ascas y ascosporas.

Helvella, Morchella, Peziza. Hacer cortes transversales de los apotecios para observar ascas
con ascosporas. (ver anexo 5)

Basidiomicetos.

En el huitlacoche (Ustilago maydis) se pueden apreciar los Ilamados soros o agallas que
contienen teliosporas oscuras y ornamentadas (observe las hifas con fibulas).

En los hongos gelatinosos es posible apreciar fragmobasidios (Auricularia con septos
transversales, Tremella con septos longitudinales). (ver anexo 6)

Observar diversos tipos de himenio: con poros (Boletus, Polyporus), venoso (Gomphus,
Cantharellus), laminar (Agaricus, Amanita) o liso (Ramaria). En hongos con gleba ver capilicio
-si esta presente- y esporas. (Lycoperdon, Scleroderma)

Es facil evidenciar holobasidios con basidiosporas en cualquiera de los ejemplares
mencionados siempre y cuando estén maduros.

En el caso de Russula y Lactarius se puede acentuar la ornamentacion de las esporas con
solucién de Melzer (anexos 6 y 8).

En ambos casos hacer uso de claves taxondmicas especializadas para determinar algunos
ejemplares (ver bibliografia).

CUESTIONARIO

1. Dibuje el ciclo de vida de un mixomiceto, anote las condiciones naturales que requiere
cada fase.

2. Dibuje y explique los diferentes tipos de talo presentes en los ficomicetos

3. Explique qué es un conidio y haga un cuadro comparativo de los diferentes tipos de
conidios en los deuteromicetos.

4. Busque 15 ejemplos para cada caso: hongos de importancia industrial; hongos de
importancia medica; hongos de importancia alimentaria.

5. Explique por qué los hongos forman un gran grupo artificial.
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ANEXO 1 Cuadro comparativo de los diversos grupos fungicos (sensu Iato)

HONGOS FALSOS

MYXOMYCETES hongos mucilaginosos

Dentro del esquema de los cinco reinos (Margulis, 1982) se los ubica en PROTOCTISTA

Mixomicetos

Plasmodioforomicetos

Acrasiomicetos

Protosteliomicetos
No forman

directamente.

seudoplasmodios
Mixamebas que esporulan Seudoplasmodios
(mixamebas no fusionadas)

mixozoosporas se fusionan en
plasmodios verdaderos.
Forman esporangios.

Mixamebas y

O forman plasmodios y sorocarpos.
microscopicos y Alim(_antacién Alimentacion y Mix0zoosporas.
esporocarpos. | holozoica. holozoica. Alimentacion por 4smosis.
Alimentacion
holozoica.
FICOMICETOS -nombre que se les da por su parecido con algunas algas-.

Fitoendoparésitos.
Plasmodio asexual
(esporangiogeno) y plasmodio
sexual (cistdgeno). Mixamebas

(bajo esta consideracion se incluye a los cigomicetos)

Tricomicetos

Margulis los ubica en PROTOCTISTA (no incluye a los cigomicetos)

Oomicetos

Hifoquitridiomicetos

Quitridiomicetos

. Talo cenocitico o
Talo unicelular o
septado. Peredes de

Talo unicelular/
filamentoso. Paredes de
quitina, celulosa y glucanas.
Zoosporas
uniflageladas,

mastigonemado apical.
mast

(quitridial)/ filamentoso.

planogamética. Zoosporas

Talo unicelular
Pared de quitina'y
Copulacion

uniflageladas,
igonemado posterior.

micelio cenocitico. Paredes
de celulosa u quitina.

glucanas. Zoosporas biflageladas

(uno liso y el otro barbulado)

mono o dimdrficas.

fecundan oosferas.

Considerados

galactosamina y galactosa.
Comensales o simbiontes
obligados del tracto intestinal
de artrépodos. Reproduccion
Oogamia. Anteridios asexual por esporas, células
ameboides o tricosporas.
Sexual por cigosporas.

Heterocontos en diversas

clasificaciones

HONGOS VERDADEROS (quedan incluidos los quitridiomicetos segin analisis moleculares actuales)

Margulis los ubica en FUNGI

Basidiomicetos

Deuteromicetos
Grupo artificial

Ascomicetos

Cigomicetos

R

Hifas aseptadas

sexual por cigosporas.

endosporas (ascosporas)
generadas dentro de ascas.

(cenociticas) Reproduccion
pluricelulares (ascomas)

Hifas septadas,
eproduccion sexual por

Forman esporomas
cerrados (cleistotecio) o

abiertos (peritecio y
apotecio).

por exosporas (basidiosporas)
(septados 0 no). Esporomas

con himenio cerrado (gleba)

Hifas septadas.
Reproduccién sexual tradicion.Contiene solo la
fase asexual (anamorfo) de

Asco y Basidiomicetes los

generadas sobre basidios
pluricelulares (basidiomas)

0 expuesto.

desconocia su contraparte

conservado por

que en su momento se
sexual (telomorfo).

Anamorfo + Telomorfo
= Holomorfo.
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ANEXO 8 ETIQUETA GENERAL DE RECOLECTA PARA MACROMICETOS

Herbario FEZA Facultad de Estudios Superiores Zaragoza UNAM

HONGOS Nom. cient.

Recol. No.  Fecha Loc.
Mpio. Edo.

Vegetacion Alt. m

Sustrato: terricola( ) humicola( ) lignicola( ) parasito( ) coprofilo( ) otro:

ESPOROMA: Ascoma( )Basidioma( )gasteroma( ). Tamafio - mm Forma

Margen
Superficie: seca( ) humeda( ) cerosa( ) aceitosa( ) viscosa( ) glutinosa( )
Higrofano() Color
Ornamentacion (forma, tamafio, color)

Otras
Contexto: tamafio mm Color (;,cambia?)

Consistencia: carnoso( ) fibroso( ) correoso( ) esponjoso( ) cartilag( )
olor: sabor (probar y escupir):

Himenio: Apotecio( ) Peritecio( ) LAMINAS( )POROS( )LISO( )VENAS( )GLEBA ()
Descripcion (forma, consistencia, borde):

ESTIPITE: tamafio - X - mm
Forma, superficie, base, color, contexto, olor:

Ornamentacién: (forma, tamafio, color, olor)

ANILLO, VELO, VOLVA (tipo, color, posicién:

ESPORADA No. FOTO
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ANEXO 9 Medios de cultivo y solucion Melzer.

1-H.M.A. (harina de maiz-agar)

Composicion:

- 20 g harina de maiz

- 15 g de agar

-20 g dextrosa

-20 g peptona

-agua destilada 1000 ml

Hervir la harina en medio litro de agua por 30 minutos a fuego lento, filtrarla y desechar los
solidos. Completar con agua destilada a un litro. Agregar el agar, la dextrosa, la peptona y
mezclar todo en un matraz de dos litros, hacerle un tapon ajustado con algodon y gasa (de tal
forma que el tapén soporte el peso del matraz y su contenido al levantarlo en vilo tan solo
sosteniéndolo del tapon). Esterilizar en el autoclave (15 Ib/120°C) 15 min o en olla de presion por
30 min. Puede omitirse la dextrosa y la peptona para forzar esporulacién. En caso de que el
matraz no quepa en el autoclave o la olla de presion, entonces hacer por separado dos mezclas
con la mitad de las cantidades y ponerlas en matraces de un litro.

2 - P.D.A. (papa-dextrosa-agar)

Composicion:

- 250 g de papas sin cascara (puede usarse puré en polvo)

- 15 g de agar

-20 g dextrosa

Lavar las papas y hervirlas 30 minutos. Filtrar el resultado y desechar las papas. Aforar con
agua destilada a 1 |, agregar agar, dextrosa y mezclar todo. Seguir los mismos pasos que el caso
anterior.

3- Agar base (puede usarse agar nutritivo que ya viene preparado)

-agar base 15 ¢

- agua destilada 1000 ml

Mezclar ingredientes y esterilizar en el autoclave segun lo indicado anteriormente.

Soluciéon MELZER
Cristales de Yodo 0.5¢g
Yoduro de potasio 1.5¢
Hidrato de cloral 20 g
Agua destilada 20 ml

Disolver los cristales de yodo en el agua (pueden disolverse primero en un poco de alcohol
96°) después el yoduro de potasio y el hidrato de cloral. Guardar en frasco ambar.

Las reacciones obtenidas al aplicarlo en las muestras pueden ser variadas en funcién de la
coloracion adquirida por las estructuras (hifas, esporas, ascas) y tienen la siguiente terminologia.

Amiloide: desde tonos azules hasta negruzcos.

Seudoamiloide o dextrinoide: café amarillenta a café rojiza, tener cuidado en diferenciarlas
de la coloracion del reactivo Melzer.

Inamiloide: si la reaccién es negativa.
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, PRACTICA 11 ,
OBSERVACION, PRUEBAS QUIMICAS Y DE CRISTALIZACION DE
LIQUENES.

INTRODUCCION

El liquen es un tipo de “organismo” muy especial en la naturaleza'?, ya que es producto de la
asociacion mutualista entre un hongo (micobionte) y una alga o una cianobacteria (fotobionte) en
combinaciones variables cuyo resultado es un talo liquénico caracteristico. En proporcion las
hifas del micobionte constituyen mas del 90% de la biomasa del liquen; casi el 30% de todas las
especies de hongos que existen liquenizadas y de estas el 98% son ascomicetos (ascoliquenes) y
el resto lo forman basidiomicetos (basidioliquenes) y algunos deuteromicetos (deuteroliquenes).
Solo el micobionte tiene reproduccion sexual mediante asco o basidiosporas y asexual por la
produccién de conidios.

Los fotobiontes son cianobacterias o pueden ser algas clorofitas unicelulares o filamentosas y
constituyen aproximadamente el 10% de la biomasa del liquen. De todas las especies de liquenes
(se estiman 18,000 especies distribuidas en 500 géneros) el 90% contiene clorofitas
(cloroliquenes) y el 10% restante cianobacterias (cianoliquenes). Su reproducion es solo asexual
por biparticion o fragmentacion.

La estratificacion del talo liquénico es variable, ya que las células algales pueden estar
distribuidas de manera uniforme entre las hifas (talo homdmero), o se restringen a una zona mas
0 menos central en el talo y en ese caso se diferencia una corteza superior y una inferior (donde
se forman los organos de fijacion: las rizinas), y el tejido central (médula) donde se encuentran
mezclados los fotobiontes con las hifas (talo heterdbmero). Existe un estrecho contacto entre las
hifas del hongo y las células del alga, en algunos casos las hifas pueden penetrar la célula algal
pero no es condicion necesaria para que las substancias sean transferidas entre los simbiontes.

La morfologia del talo liquénico va desde costras firmemente unidas al sustrato, extensiones
dorsiventrales mas o menos foliaceas y de consistencia gelatinosa o coriacea hasta talos erectos
ya sean columnares o bastante ramificados y de apariencia arbustiva o acintada (fruticosas).
Aunque es el micobionte quien provee la estructura de sostén, el fotobionte es quien determina la
morfologia del talo liquénico. Fisiologicamente forman &cidos liquénicos (compuestos alifaticos
o fendlicos) que son metabolitos secundarios exclusivos del grupo. Son cristales extracelulares
(atranorina, acidos usnico, salazinico, giropdrico, norstictico y lecanérico entre otros). Su papel
fisioldgico es discutido y depende de su distribucion en el talo. En el caso de las sustancias
corticales pueden ser auxiliares en el control de absorcién de agua y pérdida de humedad o bien
filtros auxiliares en caso de alta intensidad luminosa y tienen efecto antibiotico en contra de
bacterias y hongos; actian como sustancias alelopaticas y evitan la depredacién de muchos
animales que encuentran desagradable el sabor del talo. Por ser algunas repelentes al agua
permiten crear camaras de aire en la médula para el intercambio de gases. La identificacion de
estas sustancias mediante diversos reactivos, microcristalizacion o cromatografia tiene relevante
importancia taxonomica.

12 Se estiman cerca de 18,000 “especies” distribuidas en 500 géneros.
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En esta interaccion el micobionte aprovecha las sustancias elaboradas por la fotosintesis,
especialmente azlcares simples y el oxigeno liberado mientras que el fotobionte recibe
proteccion contra la insolacion, pérdida de humedad y dafios mecanicos; aprovecha el CO2
desechado en la respiracion y el agua y sales minerales captadas por el talo. En el contexto de la
cadena tréfica el liquen en si mismo es un ecosistema en donde coexisten tanto productores como
consumidores.

Los liquenes contribuyen con el reciclaje del carbono y la fijacion de nitrégeno
(cianoliquenes); son refugio de pequefios animales; alimento de gusanos e insectos incluyendo
hasta grandes herbivoros como los renos e incluso el hombre. Son colonizadores primarios
importantes: intemperizan rocas, forman suelo y contribuyen a la sucesion vegetal. Sus usos son
diversos ya sea como fijadores de perfume, como colorantes textiles, ornamentos y son fuente
potencial de antibidticos en el area médica.

OBJETIVO
Conocer las técnicas de recolecta y determinacion de liquenes asi como aplicar pruebas
guimicas y de cristalizacién para algunas sustancias liquénicas.

MATERIAL

Talos de diversas especies de liquenes. Preparaciones permanentes. En la seccion
correspondiente se mencionan algunos géneros comunes.

Porta y cubre objetos

Navajas para rasurar de doble filo

Mechero bunsen

Pafio para limpiar

Papel absorbente

Papel seda

Microscopio Estereoscopico

Microscopio Compuesto

Agua destilada

Acetona

Glicerina

Acido acético

Alcohol 96°

O-toluidina

PARA RECOLECTA DE LIQUENES

Morral NS
- : ~ =% p L T
Botes de plastico de diversos tamafios . Ly 1
Papel encerado ‘u'\; Ib‘ N~
Marcador de cera g A S §}M4;f :
Cajas blancas pequefias de carton . A4 y 2 A
Etiquetas de recolecta (ver apéndice ) Lx\_;,_( ,{; «;:\f  Coms

Formol
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PROCEDIMIENTO
Recolecta

Durante la recolecta se necesita llevar un registro en una libreta de campo con los siguientes
datos: nimero de recolecta de cada ejemplar, localidad, altitud, tipo de vegetacion, tipo de suelo,
sustrato, fecha y datos complementarios. El material se puede tomar directamente o con cuchillo
o martillo y cincel segun el sustrato donde se encuentre. Colocar el material liquénico en botes de
plastico (diferentes tamafios de manera individual o colectiva pero en este caso cada ejemplar
envuelto en papel encerado) anotando nimero de registro; esto se tiene la ventaja de que si se van
a tomar fotografias del material en el laboratorio 0 zona de trabajo, éste no estara decolorado por
la deshidratacion Incluso con esta técnica el material se puede trabajar dos o tres dias después de
recolectado. Es aconsejable una bolsa de lona para cargar la recolecta.

Se deben deshidratar y colocar en cajitas rotuladas (ver metodologia en la practica 10 del
presente manual ya que es la misma usada en macromicetos). En el caso de los liquenes
gelatinosos generalmente tienen adheridos diversos cuerpos extrafios. Para eliminarlos se
recomienda lavarlos con agua destilada y después secarlos (procedimiento que modifica bastante
su aspecto) o bien, se introducen en formol-aceto-alcohol (FAA) como fijador dentro de frascos
de vidrio con tapa de plastico (ver anexo 5). Cuando se requiera de la elaboracion de
preparaciones para observaciones con el microscopio compuesto, es conveniente efectuar el
procedimiento anterior y continuar con las técnicas de microscopia convencionales, empleadas
para tejidos vegetales.

Morfologia.

Trabajar los especimenes liquénicos recolectados. Revisar la morfologia de cada ejemplar
(ver anexo 1) y mediante el uso de las claves para identificacion de los anexos 2, 3 y 4 determinar
a nivel de género. Aplicar algunas de las pruebas quimicas y de cristalizacion que se explican a
continuacion (ver anexo 5). Se recomienda trabajar los siguientes géneros:

Costrosos: Caloplaca, Candelaria, Candelariella, Graphis, Lecanora y Lepraria.

Folidceos: Evernia, Everniastrum, Flavoparmelia, Flavopunctelia, Heterodermia,
Hypotrachyna, Parmelia, Parmotrema, Peltigera, Pseudevernia, Punctelia, Sticta,
Xanthoparmelia y Xanthoria.

Fruticosos: Cladonia, Cora. Ramalina, Teloschistes y Usnea.

Pruebas quimicas.

Se utilizan los siguientes reactivo: hidroxido de potasio; hipoclorito de sodio o de calcio y
Parafenilenediamina conocidos por convencion por las siglas K, C y P respectivamente (ver

anexo 5).

Se recomienda hacer las pruebas sobre un trozo de papel filtro o en una capsula de porcelana
para contrastar bien la coloracion de la reaccién. Use s6lo un fragmento pequefio de talo por cada
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prueba. Puede hacerse también una combinacion KC o CK cuidando ese orden al verter la gotas
(ambas de manera continua e inmediata sobre el mismo trozo de liquen). Debe observarse la
reaccion con lupa o en el microscopio estereoscopico para lo cual es necesario tener los reactivos
a la mano ya que algunas reacciones son fugaces.

Aplicar K y observar la reaccion positiva de: Caloplaca y Teloschistes (purpura). Aplicar C y
observar la reaccion positiva de: Flavopunctelia (médula roja); Flavoparmelia (negativa).
Aplicar P y observar la reaccién positiva o negativa de: Usnea.

Cristalizacion

Para observar cristales es necesario tomar un pedazo pequefio de talo, colocarlo sobre un
portaobjetos y cortarlo muy finamente con navaja. Reunir todos los pedacitos en el centro del
portaobjetos y afiadir unas gotas de acetona repetidamente segun se evapore. Una vez seco, retirar
los pedacitos para dejar solo el concentrado seco. Afiadir una gota del agente cristalizador (GE;
GAW, GAQ o GaoT descritos en el anexo 5.

Colocar el cubreobjetos. Calentar en el mechero suavemente hasta apreciar burbujeo.
Observar a 40X y 100X en el microscopio compuesto, describirlos y comparar los cristales con la
guia de Hale, 1975.

CUESTIONARIO

1. Analice cuidadosamente al liquen como una especie.

2. Enliste algunos de los principales géneros de micobiontes y fotobiontes.

3. Indique cudles son las estructuras caracteristicas de un liquen, defina cada una de ellas.
4. Enliste algunos compuestos liquénicos.

5. Investigue algunos otros usos aparte de los mencionados en este manual.
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ANEXO 5 Soluciones empleadas en liquenologia
FIJADOR FAA: (para preparar 50 ml de solucién).

- formol comercial 10 ml

- agua destilada 35 ml

- &cido acético glacial 5 ml
- etanol (alcohol 96°)

PREPARACION DE REACTIVOS:

Reactivo K

KOH el necesario

Agua destilada 30 ml
Preparar solucion concentrada.

Reactivo C
Solucidn de hipoclorito de sodio (cloro comercial) usado directamente.

Reactivo P (mucho cuidado ya que es cancerigeno y ademas dafia papel y tela)

Cristales de para fenil enediamina

Alcohol

Colocar un pequefio cristal sobre un papel filtro y en éste el pedazo del ejemplar a probar.
Agregar una gota de alcohol. O bien preparar una pequefia cantidad de solucion en alcohol y
usarlo en gotas.

Agentes recristalizantes:
GE glicerol : &c. acético (1 : 3)
GAW glicerol : etanol : agua (1: 1: 1)

GAOT glicerol : etanol : o-toluidina (2: 2: 1)
GAQ glicerol : etanol : quinolina (2: 2: 1)
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Criterios de Evaluacion para la Unidad 3

Esta unidad representa un 25% del total de la calificacion del laboratorio y se consideraran
los siguientes aspectos:

a) Reportes de practicas 30 %

b) Asistencia 10 %
¢) Reporte de campo 30 %
d) Examen 30 %

1. Los protocolos de practicas incluyen cuestionario y glosario, los cuales deben entregarse
resueltos al inicio de cada sesion, anotar el o los nombres de quienes lo elaboraron.

2. Los reportes deben entregarse manuscritos y completos con: caratula (titulo de la
practica, No. de equipo, nombre de los integrantes que participaron), introduccion (una cuartilla
con citas bibliograficas) objetivo, material y método o procedimiento, resultados (esquemas,
figuras, estructuras, aumento, diagnosis, etc.) discusion de resultados, conclusion (es) y
bibliografia consultada.

3. Los reportes deben estregarse durante las dos sesiones siguientes con un maximo de una
semana después de realizada la préctica.

4. La asistencia es importante para que se tomen en cuenta: cuestionarios glosarios y
reportes

5. Presentarse al laboratorio con el material que se le solicite (bata, muestras, instrumental u
otros materiales).

6. Durante la practica de campo, en caso de cometer una falta, se suspendera de inmediato y
se regresard a la FES-Zaragoza.
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Unidad 4

Proyecto de investigacion

En esta unidad se realizard un proyecto de docencia-investigacion, con los siguientes
lineamientos:

El proyecto lo realizara el equipo que ha venido trabajando desde inicio del semestre.
Cada profesor se hace cargo de un tercio de los equipos existentes en el grupo.

El proyecto debe involucrar al menos dos de las unidades del laboratorio.

Una de esas dos unidades debe ser la del profesor que les asesora.

El tema sera propuesto por los alumnos integrantes del equipo

El proyecto debe incluir una parte experimental viable en el laboratorio
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