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INTRODUCCION

En el tercer semestre se cursan las asignaturas de Biologia Evolutiva, Fisicoquimica
I, Biometria, Plantas sin semilla, Embriologia Animal, y Biologia Molecular de la Célula
|. Estas tres ultimas contribuyen con los contenidos del Laboratorio de Investigacién
Formativa (LIF IIl). Particularmente, durante este semestre el LIF Il esta dividido en
75% practicas y 25% proyecto de docencia-investigacion. El LIF Ill comprende las
unidades de aprendizaje de Biologia Molecular de la Célula, Embriologia Animal y
Plantas sin Semilla, que en conjunto permiten entender la estructura y funcion celular;
el desarrollo embrionario de los animales y la estructura de las plantas sin semilla. Asi
como aplicar los conocimientos tedrico-practicos para plantear, desarrollar, analizar y
exponer trabajos de investigacion cientifica de forma oral y escrita.

En cuanto a la unidad de aprendizaje de Biologia Molecular de la Célula, cabe
resaltar que el estudio de la biologia general es esencial en la formacion profesional
del Bidlogo, ya que los seres vivos estan conformados por células, que son pequefios
compartimentos rodeados de membranas y en el caso de los vegetales también por
paredes celulares. Estos compartimentos contienen una solucibn acuosa con
compuestos quimicos diversos. Las formas de vida mas simples son organismos
unicelulares que se propagan asexualmente. Los organismos multicelulares, como
Homo sapiens se conforman de tipos celulares especializados que constituyen tejidos,
organos y sistemas; que realizan funciones diferenciadas, unidos por intrincados
sistemas de comunicacion. En esta unidad se estudia la célula para entender, como
estan formadas a partir de las moléculas y su interaccion en el funcionamiento celular
hasta constituir un organismo complejo. Las practicas a esta unidad apoyan
experimentalmente a los contenidos de la asignatura tedrica mediante la adquisicion
de conocimientos y habilidades durante el trabajo en el laboratorio y contribuyen a la

informacion basica necesaria para la formacién profesional del estudiante.
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Por otra parte, la embriologia es la rama de las ciencias bioldgicas que analiza
los mecanismos genéticos y moleculares que dan como resultado el desarrollo del
embridn. En esta unidad, se abordaran algunos aspectos de la embriologia, como la
estructura de los sistemas reproductores en el contexto fisiolégico de los ciclos
sexuales, los mecanismos de formacion y maduracion de los gametos, para continuar
con la descripcion de como éstos tienen la capacidad de sobrevivir en un medio
generalmente hostil, con base a sus caracteristicas morfolégicas y funcionales para
cumplir su objetivo primordial que es la union en el proceso de fecundacion, dando
inicio a los primeros estadios de desarrollo embrionario, que se caracterizan por su
diferenciacion celular y que son analizados en la cuarta practica de esta unidad
denominada embriogénesis, de esta manera, el alumno integre la estructura y la
funcion de los sistemas reproductores.

De manera adicional, el reino Plantae incluye a las plantas terrestres o
embriofitas, las principales caracteristicas que agrupan a las plantas y las diferencian
del resto de los reinos son que estan constituidas por células eucariotas, son
pluricelulares, son organismos fotoautotrofos oxigénicos (es decir liberan oxigeno
como subproducto de la fotosintesis), sus células presentan paredes celulares
compuestas principalmente por celulosa con abundantes plasmodesmos, su material
de reserva es el almidon, tienen un ciclo de vida con alternancia de fases gametofito-
esporofito, producen un embrién no segmentado que se encuentra protegido dentro
de la planta progenitora, se pueden reproducir via sexual mediante el desarrollo de
gametos y fusion de nucleos o por propagacion vegetativa, ademas de tener un
crecimiento continuo e indeterminado gracias al desarrollo de meristemos
autoperpetuables.

Para su estudio las plantas se agrupan principalmente en plantas vasculares y
plantas no vasculares (briofitas). Las briofitas se caracterizan porque su fase

gametofitica es dominante sobre la esporofitica. Mientras que las plantas vasculares,
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poseen tejidos especializados en el transporte de agua (xilema) y productos de la
fotosintesis (floema). Las practicas de esta unidad brindan experiencia en la recolecta
e identificacion taxonOmica, mediante la identificacion de las principales
caracteristicas de los principales grupos de plantas, asi como la identificacion de las
caracteristicas mas relevantes.

Finalmente, a través de los proyectos de investigacion el alumno retoma los
conocimientos adquiridos para proponer un modelo experimental que le permita
aplicar la filosofia del plan de estudios 2006, en el que deseamos que no sea pasivo
en el proceso de ensefianza-aprendizaje sino que sea participativo, critico y
propositivo; para que de ésta manera adquiera el rigor cientifico necesario y afronte
los retos que presenta un mundo cada dia mas competitivo.

En el Plan de Estudios 2006, el LIF Il funciona como un espacio didactico
donde el alumno se desarrolla y construye su propio proceso de aprendizaje a través
de actividades que van desde la busqueda de informacién, hasta en el disefio de su
trabajo experimental. Ademas, el alumno adquiere conocimientos especificos en
determinadas é&reas de estudio de la ciencia, también desarrolla en orden de
complejidad creciente: destrezas manuales, habilidades intelectuales en el manejo y
aplicacion de los conocimientos y reforzar actitudes hacia el trabajo cientifico y su
entorno social.

La filosofia de la FES Zaragoza establece la necesidad de iniciar al alumno en
la ensefianza activa, en razon de que a través de ella se posibilita el desarrollo de las
potencialidades del alumno. Asi, la ensefianza activa no significa tener al alumno
continuamente ocupado, sino que desarrolle sus procesos de conocimiento a partir de
sus experiencias orientadas a la busqueda de informacion. El mejor escenario para
ello, son los LIF, en estos, el docente reconoce los conocimientos previos del alumno,
por lo tanto, el contenido que le presenta debe relacionarse con informacion que ya

posee, de una manera légica y jerarquica, en un ambiente motivacional de buena
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comunicacion entre docentes y alumnos.
La Institucion otorga la infraestructura, el personal académico-administrativo y
la planta docente para el logro de estos objetivos, por lo que te invitamos a realizar tu

mejor esfuerzo en la parte que a ti te corresponde.

OBJETIVOS

General

Analizar la estructura de las células, el desarrollo embrionario en diferentes modelos
animales, la estructura y la sistemética de las plantas sin semilla y proponer un
proyecto de investigacion que integre al menos dos de las tematicas estudiadas en el
LIF HI.

Particulares
Entender la estructura y el funcionamiento de la célula, sus procesos de reproduccion

celular y las biomoléculas que participan en su metabolismo.

Analizar la estructura y funcién de los sistemas reproductores, asi como, las diferentes

etapas del desarrollo embrionario en diferentes modelos animales.

Analizar la morfologia y determinar taxonomicamente los diferentes taxones de

plantas sin semilla.

Desarrollar la iniciativa y creatividad cientifica del alumno, sustentada en la busqueda

de informacioén e integracion del conocimiento.
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UNIDAD DE APRENDIZAJE |

BIOLOGIA MOLECULAR DE LA CELULA




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS l,
LABORATORIOS DE DOCENCIA l\/

FES

MANUAL DE PRACTICAS DE LABORATORIO DE _];_Z_‘,‘S,‘:ES_ZA
INVESTIGACION FORMATIVA III

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-BIO-ML03 04/02/2022 05 8/168
PRACTICA 1

DIFERENCIAS ESTRUCTURALES ENTRE LA CELULA VEGETAL Y ANIMAL

OBJETIVO
Identificar las principales diferencias estructurales entre la célula vegetal y animal,

mediante la observacion de muestras al microscopio.

FUNDAMENTO TEORICO

En la biosfera hay dos tipos de células: las procariotas y las eucariotas. Las
procariotas (del griego 1TTpd, pro=antes de ykdpuov, karyon= nlcleo) carecen de un
nucleo bien definido, son unicelulares y pertenecen al reino Monera, que incluye las
bacterias y las cianobacterias. El acido desoxirribonucleico (ADN) de las células
procariotas esta confinado a una o mas regiones nucleares, denominados nucleoides,
gue se encuentran rodeados por citoplasma, pero carecen de membrana. Un gran
namero de células procaridticas estan rodeadas por paredes celulares constituidas
por sustancias diferentes a la celulosa, que las hace diferentes de las plantas. Las
células procaritdticas son las mas primitivas, se originaron en los océanos hace
aproximadamente 3.5 millones de afios; mientras que las células eucariotas fésiles
datan de menos de un millon de afios al presente (Curtis, 2008).

Las células eucariotas (del griego €0, eu= verdadero y kdpuov, karyon= nicleo),
tienen un nucleo con membrana nuclear, y presentan otros organelos también
delimitados por membranas, embebidos en el citoplasma, entre estos: los
cloroplastos, las mitocondrias, el reticulo endoplasmatico, el aparato de Golgi y las
vacuolas.

Todos los organismos vivos estan compuestos por células. Robert Hooke en
1665, realiz6 cortes de corcho y observo con un microscopio rudimentario pequefios

compartimentos, sin contenido vivo que llamé células (del latin cellula, que significa
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habitacién pequefia); ya que éste tejido le recordaba las celdas pequefias que
habitaban los monjes de aquella época. Hasta el siglo XIX, dos cientificos alemanes,
el botanico Matthias Jakob Schleiden y el zo6logo Theodor Schwann, postularon en
1839 la teoria celular que enunciaba, “todas las plantas y animales estan compuestos
por grupos de células y éstas son la unidad basica de todos los organismos vivos”.
Esta teoria fue complementada en 1855, por Rudolph Virchow, quien establecié que
las células nuevas se formaban a partir de células preexistentes (omni cellula e cellula)
(Davey y Lord, 2003).

En sintesis, la teoria celular actualmente se fundamenta en:

e Todos los organismos vivos estan formados por células y productos celulares.

e Soblo se forman células nuevas a partir de células preexistentes.

e La informacion genética necesaria durante la vida de las células y la que se
requiere para la produccién de nuevas células se transmite de una generacion
a la siguiente.

e Las reacciones quimicas de un organismo, esto es su metabolismo, tienen
lugar en las células.

e Las células, que constituyen la unidad de vida de las plantas y los animales,

presentan una organizacion basica similar.

Las células animales poseen una membrana plasmatica, que es un complejo
formado por lipidos, proteinas e hidratos de carbono, colesterol o fitoesteroles.
Ademas, el transporte es semipermeable y se lleva a cabo por medio de sefales
guimicas para permitir el paso diferencial de distintos compuestos del medio externo
y subproductos celulares desde y hacia el interior de la célula. Provee una barrera
Unica, que la protege del medio externo. El citoplasma es el contenido celular presente

entre la membrana celular y el nucleo. Es un gel semiliquido que constituye el 55%
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del volumen celular, donde se hallan inmersos el citoesqueleto y los organelos de la
célula. En el nucleo se encuentra almacenada la informacion genética de la célula en
forma de ADN. Esta protegido por una doble membrana que recibe el nombre de
envoltura nuclear, delimitando a la cromatina y el nucléolo. En esta doble membrana
hay poros que permiten una comunicacion bidireccional con el citoplasma. Los
organelos que caracterizan a la célula animal son: mitocondrias, reticulo
endoplasmico liso y rugoso (con ribosomas adheridos a él), aparato de Golgi,
lisosomas, peroxisomas y vacuolas (Anexo 1, Fig 1A) (Bruce et al., 2011; Davies,
2000).

Las células vegetales también contienen organelos delimitados por
membranas, entre ellas, un nucleo que contiene el material genético, ribosomas que
sintetizan proteinas, reticulo endoplasmico liso que interviene en la sintesis de los
lipidos formadores de membrana celular y una membrana plasmatica que la rodea.
Sin embargo, las células vegetales contienen cloroplastos, organelos capaces de
sintetizar azucares a partir del diéxido de carbono, agua y energia solar, una vacuola
gue almacena diversas sustancias y una pared celular que le proporciona forma
(Anexo 1, Fig. 1B) (Paniagua, 2007; Buchanan et al., 2015).

El microscopio éptico es una de las principales herramientas para el estudio de
la célula. En general los tejidos vivos son dificiles de estudiar con este instrumento,
ya que generalmente son gruesos y no dejan pasar la luz, en cambio las células vivas
son transparentes. Por lo que se pueden observar con el microscopio Optico, previo
montaje de la muestra.

El estudio detallado de la célula se ha favorecido con el mejoramiento de los
microscopios, Yy el desarrollo de métodos y técnicas para preparacion y observacion
de las células. Los avances en la microscopia han mejorado el poder de resolucion
de estos instrumentos. Se han desarrollado también métodos basicos para preparar

materiales que facilitan la observacion con el microscopio, fijando las células o tejidos
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con agentes que estabilizan su estructura, como alcohol, acido acético, formol,
tetradxido de osmio, permanganato de potasio, entre otros. También hay agentes
deshidratantes, entre ellos: alcohol etilico, butanol y acetona, estos permiten que el
material bioldgico sea incluido en sustancias duras que actian como soporte para
posteriormente seccionar con un micrétomo, a través de una cuchilla de acero o de
diamante.

El uso de colorantes permite una mejor observaciéon de las células, asi como
de sus organelos, produciendo contraste entre nucleo o citoplasma, o entre
mitocondrias y otros elementos del citoplasma.

Finalmente, como parte complementaria a esta informacién, previo al desarrollo
de la préactica, el alumno debera responder, elaborar y entregar:

1.- Un cuadro con tres columnas:
e Primera columna. Enlistar todos los organelos que constituyen las células
vegetales y las animales.
e Segunda columna. Célula vegetal: indicar la presencia o la ausencia de cada
uno de los organelos que la conforman.
e Tercera columna. Célula animal: proceder de la misma forma, que en el caso
anterior.
e Compara los resultados obtenidos y elabora una conclusion.
2.- ¢, COmo esta constituida la pared celular?

3.- ¢, Cudles son las funciones de la pared celular?

MATERIAL Y REACTIVOS
Material bioldgico

Agua estancada

Bulbos (cebolla)

Células epiteliales periféricas de las manos
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Elodea sp

Muestra de higado de pollo (20 g)
Pétalos y hojas

Vegetales (Papa, zanahoria)
Materiales diversos

Agujas de diseccién

Bisturi

Caja de Petri

Cubreobjetos

Frasco con gotero

Portaobjetos

Reactivos

Azul de metileno (C16H1s8CIN3S)
Giemsa (10%) (C14H14CIN3S)
Solucién de grenetina al 1%

Solucién de yodo (Lugol: 12KI)

EQUIPO
Microscopio estereoscopico

Microscopio compuesto

SERVICIOS
Agua

Energia eléctrica
Gas

Vacio
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PROCEDIMIENTO

Células vegetales

Con ayuda de un bisturi realizar un corte fino del material vegetal (Elodea,
zanahoria, pétalos y hojas), colocar la muestra en un portaobjeto e hidratar con
una gota de agua. En el caso de la muestra de cebolla y papa agregar una gota
del colorante azul de metileno (cebolla) y lugol (papa)

Colocar cada uno de ellos en un portaobjeto y hacer un squash, observar al
microscopio a seco débil, seco fuerte e inmersion.

Esquematizar y describir las estructuras observadas.

Células animales

Cortar un trozo muy delgado de higado de pollo, macerar y colocarlo en un
portaobjeto con una gota de agua.

Colocar el cubreobjetos y observar en el microscopio a seco débil, seco fuerte.
Obtener una muestra de células epiteliales para lo cual deberas humedecer un
hisopo sumergiéndolo en agua destilada, pasar el hisopo hiumedo alrededor de
las ufias por 15 segundos aproximada e inmediatamente colocar la muestra en
el portaobjetos frotando el hisopo en el centro de este.

Tenir la preparacion, agregando una gota de azul de metileno sobre la muestra.
Colocar el cubreobjetos cuidando de no hacer burbujas. Observar al
microscopio, enfocando progresivamente con los objetivos de menor a mayor

aumento.

Protozoarios

En un portaobjetos colocar una gota de la solucién de grenetina, encima una
gota de agua estancada y agregar una gota de colorante Giemsa, realizar las

observaciones en el microscopio a seco débil y fuerte.
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RESULTADOS

Esquematizar y comparar las estructuras de cada tipo celular observado en la préactica.

Entregar un informe, elaborado con base en el método experimental.

REFERENCIAS
Bruce, A., Bray, D., Hopkin, K., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., y Walter,
P. (2011). Introduccion a la biologia celular (3er ed.). Madrid, Espafia: Editorial Médica

Panamericana.

Buchanan, B., Russell, L., y Gruissem W. (2015). Biochemistry and molecular biology
of plants (2a ed.). California, USA: John Wiley & Sons.

Curtis, E., Barnes N., Schnek, A., y Massarini, A. (2008). Biologia (72 ed.). Madrid,

Espafa: Editorial Medica Panamericana.
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Paniagua, R. (2007). Citologia e histologia vegetal y animal (4% ed). Barcelona,
Espafa: Editorial McGraw-Hill.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS l,
LABORATORIOS DE DOCENCIA l\/

FES

MANUAL DE PRACTICAS DE LABORATORIO DE _];_Z_‘,‘S,‘:ES_ZA
INVESTIGACION FORMATIVA III

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-BIO-ML03 04/02/2022 05 15/168
PRACTICA 2

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA AMILASA SALIVAL

OBJETIVO

Evaluar la actividad enziméatica de la amilasa salival.

FUNDAMENTO TEORICO

Las enzimas son catalizadores proteinicos que regulan la velocidad de los procesos
fisioldgicos, aunque casi todas las enzimas son proteinas, algunos acidos
ribonucleicos (ARNS) cataliticos como las ribozimas catalizan de manera muy
especifica la hidrélisis de enlaces fosfodiéster en el ARN. Las enzimas que catalizan
reacciones como transferencia de grupos, isomerizacion, oxido-reduccién o sintesis
de enlaces covalentes requieren una coenzima (Lodish et al., 2012).

La medicion de la actividad enzimatica es fundamental para la cuantificacion
de enzimas en investigacion o en el laboratorio clinico. En la investigacion de su
estructura, mecanismo de accién y regulacién de su actividad, las enzimas deben
purificarse. Algunas técnicas para purificar enzimas incluyen precipitacion selectiva
por sales o solventes organicos y cromatografia en soportes de intercambio iénico,
filtracion en gel, afinidad por sustrato o interaccion ligando colorante (Becker et al.,
2007).

Para cuantificar la cantidad de una enzima en una muestra se mide la velocidad
de la reaccion catalizada por ella. En circunstancias apropiadas, la velocidad medida
es proporcional a la cantidad de enzima presente, los resultados se expresan en
unidades enzimaticas. Las cantidades relativas de la enzima se comparan en
diferentes extractos. Las unidades enzimaticas se expresan en micromoles (umol: 10-
6 mol), nanomoles (nmol; 10-9 mol) o picomoles (pmol; 10-12 mol) de sustrato

reaccionante o de producto formado por minuto. Las unidades internacionales
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enziméaticas correspondientes son pU, nU y pU.

Los factores que afectan la velocidad de las reacciones catalizadas por
enzimas son: la concentracion, el sustrato, la temperatura, el pH y la presencia de
inhibidores. La accion de la amilasa salival sobre el almidén constituye el primer paso
de la digestion de estos polisacaridos en su paso por el tubo digestivo.

Constituyentes de la saliva: En la cavidad bucal se vierte la saliva secretada
por tres pares de glandulas; las parétidas, submaxilares y las sublinguales. La saliva
tiene alrededor de 99.5% de agua, aunque el contenido de ella varia segun la
naturaleza de los factores que estimulan la secrecion.

El pH de la saliva es alrededor de 6.8, aunque puede variar hacia ambos lados
de la neutralidad. La saliva contiene una enzima denominada amilasa salival (ptialina)
que desdobla el almidon hidrolizando los enlaces a (1-4) al azar.

Aunque la saliva es capaz de hidrolizar la molécula del almidén y de glucégeno
hasta maltosa, esto es de poca importancia en el cuerpo debido al corto tiempo que
actla la enzima sobre los alimentos. La amilasa salival es facilmente inactivada a pH
de 4.0 o menos, de manera que la accién sobre los alimentos en la boca pronto cesa,
en el medio acido del estbmago. Ademas, otras amilasas como la pancreatica, son
capaces de llevar a cabo la digestion completa del almidon (Gonzéalez-Moreno, 2000).

El almid6n es un polisacarido de reserva en los vegetales, su estructura es una
mezcla de amilosa y amilopectina en una proporcién 1-4. La amilosa esta constituida
por cadenas largas no ramificadas en las que todas las unidades de D-glucosa se
hallan unidas mediante enlace a (1-4), pero los puntos de ramificacion son enlaces a
(1-6) (Becker et al., 2007).

La amilasa hidroliza el almidén, formando una mezcla de glucosa, maltosa y
dextrinas. El almidon en solucién acuosa da un color caracteristico con el yodo; por lo
gue es posible determinar la actividad enzimatica de la amilasa siguiendo la

desaparicion del sustrato.
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Cuando se incuba saliva con almidon y se toman muestras a diferentes
tiempos, a las que se les agrega yodo, el ensayo de color, inicialmente azul, cambia
sucesivamente a purpura, marron rojizo y finalmente, desaparece el color a medida
que la amilasa hidroliza las moléculas de almidon (Aguilar et al., 2014).

Finalmente, como parte complementaria a esta informacion, previo al desarrollo
de la préactica, el alumno debera responder y entregar el siguiente cuestionario:

1.- ¢, Qué es una enzima?

2.- Explique al menos dos métodos para medir actividad enzimética.

3.- ¢ Cudles son los factores que afectan la actividad de una enzima?

4.- ; Como el pH, temperatura, tiempo y metales afectan la velocidad de las reacciones
catalizadas por la amilasa salival?

5.- ¢ Cual es la estructura del almidén?

MATERIAL Y REACTIVOS
Material bioldgico

Saliva concentrada y filtrada
Materiales diversos

Bafio de agua

Cronémetro

Frasco gotero

Gasa

Gradilla

Guantes quirdrgicos
Jeringade 3,5y 10 ml.
Probetas de 50 y 100 ml.
Tubos de ensaye de 13x100 y de 16x150
Vaso de precipitados de 50 ml.
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Reactivos

Solucion de almidon al 3% en solucion salina
Solucién salina fisiologica 0.9% de cloruro de sodio (NaCl)
Solucién de yodo (Lugol: 12KI)

EQUIPO
Balanza analitica y granataria
Parrilla eléctrica

SERVICIOS
Agua

Energia eléctrica
Gas

Vacio

PROCEDIMIENTO
Procedimiento A:
Efecto del tiempo sobre la actividad enzimatica.

e Colocar en un tubo de ensayo 12 mL de almidoén al 3% en bafio de agua a
37°C. Por separado colocar un tubo de ensaye con 2 mL de saliva filtrada e
incubar en bafio de agua a 37°C durante 5 minutos.

e Ademas, preparar una serie de 10 tubos de ensaye (etiquetar del uno al diez)
gue contengan 2 mL de solucién salina mas 1 o 2 gota de lugol.

e Mezclar la saliva y almidon puestos en bafio de agua.

e Tomar una alicuota de 0.5 mL de la mezcla y colocarla en el tubo uno,

etiquetandola como tiempo cero.
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Continuar tomando alicuotas de 0.5 mL de la mezcla almidon-saliva a intervalos
de 30 segundos y colocarlas en los tubos subsecuentes con solucion salina-
lugol.

Observar el cambio de color obscuro (azul) a claro (amarillo) hasta llegar al
punto acrémico (significa que la solucion mantenga el mismo color que tenia
originalmente), momento el que se suspende la toma de alicuotas. Fotografiar
en los diferentes tiempos.

Anote los tiempos que se requieren para llegar al punto acrémico indicando la
dilucién de saliva empleada.

Procedimiento B:

Efecto de la temperatura sobre la actividad enziméatica.

Preparar 5 tubos con 2 mL de solucién salina mas una gota de lugol en cada
uno.
Preparar 10 tubos de ensaye en pares y colocarlos en bafio de agua con base

en el cuadro 1.

Cuadro 1. Variacion de la temperatura en los diversos tratamientos

Tubo Almidén (mL) Tubo Saliva (mL) T(Nemperatura del Color
bafio de agua (°C)
1 5 1 0.5 0
2 5 2 0.5 20
3 5 3 0.5 37
4 5 4 0.5 50
5 2 5 0.5 90

Incubar los 10 tubos durante 5 minutos, al término de los cuales se mezclan el
almiddn y la saliva de temperaturas correspondientes incubandose la mezcla

por 10 minutos a la temperatura que se encontraban (también se puede utilizar
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el tiempo acroémico obtenido en el primer experimento). Se recomienda hacer
un par de tubos al mismo tiempo.

e Al finalizar la incubacion tomar alicuotas de la mezcla almidon-saliva de cada
temperatura y colocarlas en cada uno de los tubos con solucién salina-lugol
preparados previamente.

e Observar los colores, el tubo que presente menor coloracion azul indica mayor
actividad enzimatica, es la temperatura 6ptima o cercana a la éptima; por el
contrario, los tubos que presentan mayor coloracion reflejan una menor

actividad enzimética.

Nota: El manejo de la enzima es delicado, por ello, se recomienda considerar lo siguiente: a) limpieza

del material b) volumen de reactivos c) tiempo de reaccién y d) temperatura de incubacion.

RESULTADOS
Reportar el tiempo obtenido para el punto acrémico e interpretar el color obtenido y su
intensidad con respecto a la actividad de la amilasa salival (velocidad de reaccion).

Entregar un informe, elaborado con base en el método experimental.

Nota: el punto acrémico es aquel en el que el color de la mezcla (solucién salina-lugol-enzima) es
semejante al que tiene la solucién salina mas lugol. El tiempo de toma de alicuotas puede variar de
acuerdo con la velocidad de accién de la enzima. La dilucion de la saliva puede variar conforme a la

actividad de la enzima.

REFERENCIAS
Aguilar, L., Corona, M., Garcia del Valle, A., Rangel, R., y Cruz, M. (2014). Manual de
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PRACTICA 3

CUANTIFICACION DE AZUCARES TOTALES POR EL METODO DE DUBOIS

OBJETIVO
Determinar la concentracibn de azUcares presentes en diferentes muestras de

glucosa, mediante el método de DuBois.

FUNDAMENTO TEORICO

Los carbohidratos son las biomoléculas mas abundantes en la naturaleza en términos
de biomasa. Existen tres clases principales de carbohidratos: monosacaridos,
oligosacaridos y polisacaridos. Los monosacaridos son los azlUcares mas simples,
conformados por una sola unidad de polihidroxialdehido o polihidroxicetona. El
monosacarido mas abundante es el azGcar conformado por seis atomos de carbono.
Los oligosacéaridos son cadenas cortas de unidades de monosacaridos unidos por
enlaces glucosidicos, los mas abundante son los disacaridos. Los polisacéridos son
cadenas largas de centenares o millares de monosacaridos (Alberts et al., 1994).

La estructura basica de los monosacaridos es una cadena de carbonos no
ramificada en la que los a&tomos estan unidos por enlaces simples. Uno de estos
atomos esta unido a uno de oxigeno por un doble enlace, formando un grupo carbonilo
y este puede ser una aldosa o una cetosa. Los monosacaridos de mas de cinco
atomos de carbono pueden encontrarse en disolucion acuosa en su forma ciclica. Los
anillos de cinco atomos de carbono se denominan furanosas y los de seis piranosas
(Carey, 1999). Los carbohidratos cumplen funciones energéticas, forman parte del
material genético y pueden estar unidos a proteinas como glucoproteinas y a lipidos
como glucolipidos.

Hay una amplia gama de métodos colorimétricos que permiten la determinacion

cualitativa y cuantitativa de azucares. En todos ellos, el fundamento se basa en la
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reaccion del azlcar con otro reactivo. La formacion de productos coloreados se puede
determinar cuantitativamente por espectroscopia visible. El método colorimétrico para
la determinacion de la concentracion de carbohidratos mas ampliamente utilizado es
el desarrollado por DuBois et al. (1951) debido a la facilidad del procedimiento,
sensibilidad, rapidez de los resultados y por ser apropiado para cuantificar diferentes
azlcares como monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos (Lopez-Legarda et al.,
2017).

Todos los carbohidratos tanto oligosacaridos como polisacéaridos pueden ser
determinados, pues bajo hidrdlisis acida producen monosacaridos. La adicion de
algunos acidos minerales a las soluciones acuosas de carbohidratos, como el acido
sulfurico al igual que el fosférico y el clorhidrico, provoca la deshidratacion de los
carbohidratos con la eliminacion de tres moles de agua. Con esta reaccion se forman
derivados del furfural, y el 5-hidroximetilfurfural (HMF), el cual es de gran importancia
como precursor de otras biomoléculas Utiles en la industria alimentaria y energética.
En el caso de pentosas, se produce una deshidratacion a furfural y en las hexosas a
HMF. La presencia del fenol y su interaccién con el HMF facilita la formacion de
complejos que permiten la coloracién de la solucion y en consecuencia facilitan la
cuantificacion de los carbohidratos a través de la espectrofotometria (DuBois et al.,
1951).

Finalmente, como parte complementaria a esta informacién, previo al desarrollo
de la practica, el alumno debera responder y entregar el siguiente cuestionario:

1.- ¢ Cuales son las funciones bioldgicas de la glucosa?

2.- ¢, Qué funcion cumple la solucion blanco en la medicién de la absorbancia?

3.- ¢, Qué es y para que se utiliza la curva patrén?

4.- ¢ Qué es una solucion patron para que se utiliza?

5.- ¢ Qué es y como funciona el espectrofotdmetro?

6.- Describe que es la ecuacién de la recta.
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MATERIAL Y REACTIVOS
Materiales diversos

Celdas de vidrio para espectrofotometria
Doce tubos de ensaye 125x16 mm.
Frasco con gotero

Matraz Aforado de 15 ml.

Matraz Erlenmeyer 100 120 ml.
Micropipetas 10, 20 y 100 pL.
Papel absorbente

Pipeta 5 ml. graduadas 1/100
Reactivos

Acido sulfarico 15 ml. (H2S0a)
Fenol solido 10 gml. (CeHsOH)
Glucosa 3 mg. (CeH1206)

EQUIPO
Balanza analitica

Espectrofotometro

SERVICIOS
Agua

Energia eléctrica
Gas

Vacio
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PROCEDIMIENTO
Solucién patrén: pesar 3 mg de glucosa previamente deshidratada, disolverla en 10

mL de agua destilada en matraz aforado y llevar a 15 mL

Solucién de fenol: disolver 0.5 g. de fenol en 10 mL de agua destilada (fenol al 5%

VIV).

Curva Patrén: preparar una serie de 8 tubos numerados del 1 al 8 y agregar los
diferentes volimenes de reactivos como se indica en el cuadro 1 (En el siguiente
orden solucion patron, agua destilada, fenol, EXCEPTO EL ACIDO SULFURICO).

Solucién blanco: agregar los diferentes volumenes de reactivos como se indica en
el cuadro 1. (Agua destilada, fenol, EXCEPTO EL ACIDO SULFURICO).

Preparaciéon de la muestra: ElI profesor proveerd muestras de diferentes
concentraciones de glucosa desconocidas por los alumnos. Para ello el docente

tomara diferentes volimenes definidos por de la solucién patrén.

Desarrollo de color: agitar vigorosamente cada tubo. Colocar todos los tubos en
bafio de hielo y afiadir con pipeta de vidrio 1 mL de acido sulfarico concentrado en
intervalos de un minuto, con el proposito de dar el mismo tiempo para el desarrollo de

color. Agitar ligeramente y dejar reposar durante 30 minutos (Cuadro 2).

Lectura de absorbancia: ajustar la absorbancia del espectrofotbmetro a cero
utilizando la solucidn blanco en una longitud de onda de 490 nm. Leer la absorbancia

de la curva patron y de las muestras a intervalos de 1 min.
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Cuadro 2. Cuantificacion de glucosa

Curva patrén Muestras

Tubo Blanco |1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3
Glucosa (uL) - 20 40 60 80 100 120 140 160

Muestra - - - - - - - - - 25 50 100

problema (uL)

Agua (uL) 200 180 160 140 120 100 |80 60 40 175 150 100

Fenol (uL) 200 200 200 200 200 200 |200 200 200 200 200 200

HySO4 (ML) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

RESULTADOS

De acuerdo con la construccién de la curva patrén y la obtencién de la ecuacion de la
recta, realizar el célculo de las concentraciones de las muestras problema asignadas.
Los graficos deben contener la ecuacion de la recta linealizada y el coeficiente de
correlacion.

Entregar un informe, elaborado con base en el método experimental.
REFERENCIAS
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PRACTICA 4

CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE BRADFORD

OBJETIVO
Cuantificar la cantidad de proteina total en una muestra de leche por el método de
Bradford.

FUNDAMENTO TEORICO

Las proteinas son polimeros de aminoacidos, macromoléculas de elevado peso
molecular, formadas por cadenas lineales, donde los aminoacidos estan unidos por
enlaces peptidicos, entre los grupos amino del carbono alfa y carboxilo. Los
aminoacidos estan formados por un carbono asimétrico unido de forma covalente a
los grupos amino y carboxilo, un hidrégeno y el grupo R; el cual es una cadena lateral
de longitud variable cuyas propiedades quimicas son diferentes. De acuerdo con el
grupo R, los aminoé&cidos son: basicos, acidos, polares y no polares.

Existen veinte L-aminodacidos, los cuales estan unidos de manera lineal
representan la estructura primaria de un oligopéptido, polipéptido o proteina. La
conformacién espacial de esta secuencia lineal ya sea como alfa-hélice, beta-lamina
plegada o ambas, se denomina estructura secundaria. El ordenamiento tridimensional
de toda la secuencia lineal, junto con las conformaciones secundarias dan forma al
arreglo de la estructura terciaria. Los plegamientos se ven favorecidos por
interacciones de afinidad entre las regiones polares, por un lado, y de las no polares
por otro, la estructura es estabilizada por enlaces covalentes. La union de proteinas,
de cadenas polipeptidicas a través de interacciones mediadas por grupos prostéticos,
uniones de afinidad y puentes disulfuro, definen la estructura cuaternaria (Alberts et
al., 2004).

Las proteinas segun su estructura terciaria y cuaternaria pueden clasificarse en
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fibrosas y globulares. Las primeras presentan cadenas lineales de polipéptidos,
mientras que en las globulares la cadena polipeptidica se pliega de tal manera que
forma una estructura compacta y de forma esférica.

Las proteinas desempefian varias funciones: estructurales, transporte,
cataliticas, comunicacion intracelular y extracelular, contraccion y movimiento,
coagulacion sanguinea, proteccién inmunoldgica, reserva energética, entre otras.

La reaccion de Bradford no produce interferencia con compuestos no proteicos,
por tanto, la absorbancia de 595 nm esta directamente relacionada con la
concentracion de proteina (Bradford, 1976). EI método involucra la afinidad del azul
brillante de Coomassie G-250 por las proteinas, este colorante presenta tres estados
de carga eléctrica con diferente espectro de absorcién de la luz. Cuando es disuelto
en una solucion acida, se encuentra libre (sin unirse a una proteina), en forma de
cation y es de color rojizo, con una maxima absorcion a 465 nm. Sin embargo, cuando
es disuelto en una solucién neutra, se encuentra en un estado neutro y libre,
expresando un color verde. Cuando el azul de Coomassie se encuentra unido a una
proteina, cambia a un estado anionico, desarrollando un color azul, con una maxima
absorcién a 595 nm. La unién es un proceso que ocurre en aproximadamente 2
minutos y el complejo colorante- proteina se mantiene estable hasta una hora después
de producido.

Finalmente, como parte complementaria a esta informacién, previo al desarrollo
de la practica, el alumno debera responder y entregar el siguiente cuestionario:

1.- Escriba las funciones de las proteinas

2.- ¢, Como se clasifican las proteinas?

3.- ¢, Cual es la composicién proteica en leche?

4.- Explique y esquematice la reaccion de Bradford.

5.- Proponga otro método de cuantificacion de proteinas
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MATERIAL Y REACTIVOS
Material bioldgico

Leche de vaca comercial 10 ml.

Materiales diversos

Celdas para espectrofotometria
Gradillas

Micropipetas 10, 20, 100 y 1000 pl.
Papel absorbente

Piceta

Tubos de ensaye de vidrio 125x16 (9)

Reactivos

Albdmina 10 mg.

Cloruro de sodio 0.9 mg. (NacCl)

Reactivo de Bradford 9 ml. (Ca7H49N3NaO7Sz)

EQUIPO
Balanza analitica
Balanza de dos paltos

Espectrofotometro

SERVICIOS
Agua

Energia eléctrica
Gas

Vacio
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PROCEDIMIENTO

Preparacion de soluciones.

Solucién salina: pesar 0.45 g de NaCl y disolverlos en 50 mL de H20 destilada.
Solucién patron: disolver 10 mg de albamina bovina en 10 ml de agua destilada, con
una concentracion de 1 mg/ml.

Solucién blanco: en un tubo de ensaye colocar 1 mL de agua destilada.
Preparacién de la muestra: Hacer una dilucion 1:20 de la leche comercial; a

continuacion, realizar las diferentes diluciones de acuerdo con el cuadro 3.

Cuadro 3. Preparacion de las diferentes diluciones de la muestra

Muestra A B C

Leche (ul) 40 50 60
Agua (pl) 560 550 540
Total (pl) 600 600 600

Curva patron: preparar la curva patron de albamina bovina en un rango desde 0 hasta
600 pl; de tal manera que el volumen final en cada tubo sea de 250 pl. Para ello, se
toma el volumen correspondiente de la solucién patron de albumina bovina de un 1

mg/ml y el volumen de agua, de acuerdo con el cuadro 4.

Cuadro 4. Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Curva patrén Muestras
Tubo Blanco 1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3
Albtmina (pl) 0 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 - - -
prol\greenigazm) : : i i - : 100 | 200 | 300
Agua (pl) 2000 1900 | 1800 | 1700 | 1600 | 1500 | 1400 1900 | 1800 | 1700
Bradford 500 500 500 500 500 500 | 500 500 500 500

Desarrollo del color: agitar suavemente y reposar por 5 minutos
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Lectura de absorbancia: ajustar la absorbancia del espectrofotbmetro a cero
utilizando la solucién blanco, a una longitud de onda de 595 nm. Leer la absorbancia

de la curva patron y de la muestra.

RESULTADOS

De acuerdo con la construccion de la curva patron y la obtencion de la ecuacion de la
recta, realizar el célculo de las concentraciones de las muestras problema asignadas.
Los graficos deben contener la ecuacion de la recta linealizada y el coeficiente de
correlacion.

El alumno deberéa entregar un informe, elaborado con base en el método experimental.

REFERENCIAS
Alberts B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., y Walter, P. (2004). Biologia

Molecular de la Célula (32 ed.). Barcelona, Espafia: Omega.

Bio Rad laboratories Inc. Life Science group. Protein assays. Colorimetric protein

assays. Tech note bulletin 1069.

Bradford M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, 72, 248-254.
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PRACTICA 5

EXTRACCION, ELECTROFORESIS Y AMPLIFICACION DE ADN

OBJETIVO
Extraer el ADN de tejido animal e identificarlo por electroforesis en gel de agarosa.

Amplificar un fragmento de ADN desconocido, mediante la técnica de PCR.

FUNDAMENTO TEORICO

En la actualidad el estudio de la variacion genética entre individuos, poblaciones y
especies, para explicar patrones y procesos ecologico-evolutivos se basa en el uso
de marcadores moleculares, estos segmentos de acido desoxirribonucleico (ADN)
proporcionan informacion sobre la variacion alélica y permiten distinguir individuos.
Estos marcadores se obtienen con técnicas como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR por las siglas en inglés) y la secuenciacion, que hacen posible
analizar la variaciéon en la molécula del ADN a gran escala. Los datos moleculares han
permitido estudiar con mayor precision la diversidad genética y las relaciones
filogenéticas de los diferentes grupos de organismos (Avise, 2004).

Los &cidos nucleicos son moléculas esenciales para las funciones de la célula.
Existen dos tipos de acidos nucleicos: el ADN y el acido ribonucleico (ARN). En el
ADN se localiza la informacion genética de la célula, mientras que diferentes
moléculas de ARN forman parte del sistema que traduce esta informacion en
proteinas, que determinan la estructura y funcion celular (Ahrens et al., 1992).

La aplicacion de técnicas moleculares inicia con la extraccion del ADN, para
obtener datos confiables y reproducibles, es necesario que el ADN se aisle integro y
puro. La extraccion consiste en el aislamiento y purificacion de la molécula referida y
se basa en las caracteristicas fisicoquimicas de la misma. El ADN esta constituido por

dos cadenas de nucle6dtidos unidas entre si formando una doble hélice. Los
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nucleédtidos estan integrados por un azlcar (desoxirribosa), un grupo fosfato y una
base nitrogenada (adenina, guanina, timina o citosina). La union de los nucleotidos
ocurre entre el grupo fosfato y el aziucar mediante enlaces fosfodiéster, dando lugar
al esqueleto de la molécula. Las bases de cadenas opuestas se unen mediante
puentes de hidrégeno y mantienen estable la estructura helicoidal (Aras et al., 2003).

Se conocen diversas metodologias para la extraccion de acidos nucléicos, que
cambian en funcion de las muestras que se analizan. Los métodos de extraccion
pueden ser tradicionales, basados en la preparacion de las soluciones en el
laboratorio, o bien se pueden utilizar kits comerciales (Bloom et al., 1996), estos
combinan procesos quimicos, fisicos y mecanicos, e incluyen basicamente tres pasos:
1) lisis celular; 2) eliminacion de proteinas; 3) precipitacion y purificacion del ADN.

Lisis celular. Durante el proceso de lisis las interacciones entre las moléculas
gue conforman la pared, la membrana celular y nuclear se modifican o se destruyen,
para permitir que los acidos nucleicos se liberen. Se utilizan soluciones bésicas,
detergentes o0 agentes caotropicos que permiten disolver la membrana celular, asi
como inhibidores para inactivar las enzimas que degradan el ADN. Muchas soluciones
de lisis contienen también EDTA, que forma un complejo con los iones de Mg?* e
impide el funcionamiento de las ADNasas. Los componentes celulares no solubles
como el material fibroso y proteinas que permanecen en solucién se separan del ADN
por centrifugacion.

Separacion de proteinas y lipidos. En esta etapa se separa el ADN de las
proteinas y los lipidos mediante solventes organicos y ciclos de centrifugacion. Se
aprovecha la fuerte tendencia hidrofilica de los grupos fosfato para separarlos en
medios acuosos, mientras que las proteinas y los lipidos se separan con solventes
organicos. La fase acuosa y la organica se separan por centrifugacion para aislar al
ADN. Los disolventes que se usan frecuentemente son el fenol, el cloroformo y el

alcohol isoamilico. Estos reactivos contaminan facilmente el ADN, por lo que se debe
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evitar acarrearlos en el proceso de purificacion.

Precipitacion del ADN. Después de que son eliminados los lipidos y las
proteinas, se recupera el ADN. Para ello, se adiciona etanol y soluciones con altas
concentraciones de iones de sodio o amonio, que se unen a los grupos fosfato, esta
mezcla reduce las fuerzas repulsivas entre las cadenas y facilita que el ADN se pliegue
sobre si mismo haciéndolo insoluble. La centrifugacion permite que el ADN
permanezca en el fondo del tubo, mientras que el etanol es desechado. Los restos de
etanol absoluto se eliminan con un lavado en etanol al 70%, y el remanente se
evapora.

Electroforesis
La electroforesis es una técnica para separacién de biomoléculas segun su movilidad y
naturaleza (generalmente acidos nucleicos o proteinas) en un campo eléctrico sobre una
matriz porosa, cuya composicion depende de la biomolécula a analizar. Para la separacion
de &cidos nucleicos se utilizan matrices de agarosa y para la separacion de proteinas se
utilizan matrices de poliacrilamida. Esta técnica representa una herramienta fundamental de
andlisis cuantitativos en diversos campos de ciencias biolégicas como biologia molecular,
bioquimica o protedmica (Montalvo & Lugo, 2016).

Los acidos nucleicos son comunmente separados en geles de agarosa. La agarosa es
un polisacarido altamente purificado, La agarosa es un polisacarido obtenido del aislado de
agar de algas rojas marinas (Montalvo & Lugo, 2016).

Factores como la carga, el tamafio y la forma de las moléculas, asi como las
caracteristicas del tampon de electroforesis, la concentracion del gel y la potencia eléctrica,
tienen un impacto sobre la movilidad de las moléculas en el gel. Entre las moléculas de masa
y forma molecular semejante, las mas cargadas migraran con mayor rapidez. Por otra parte,
distintas moléculas interactian en medida distinta con la agarosa. Cuanto menos simple sea
la interaccién, mas lenta es la migracion de las moléculas (Fierro, 2014).

Reaccion en cadena de la polimerasa
La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una reaccidon enzimatica in vitro que

amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos
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repetidos en los que la secuencia original es copiada fielmente. Para ello, la reaccion

aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad de

sintetizar naturalmente el ADN en las células (Espinosa, 2007). Es decir, que partiendo

de un ADN molde, una enzima polimerasa incorpora nucleétidos complementarios a

partir de la zona de doble cadena originada por la unién de los cebadores al molde,

replicando de esta manera miles de veces el fragmento de DNA entre los dos

cebadores, para ello se necesita:

El ADN a partir del cual queremos obtener una copia de un fragmento, es decir,
el DNA molde que queremos amplificar.

Una enzima DNA polimerasa capaz de generar una copia de DNA a patrtir del
DNA molde.

Iniciadores de la reaccién. Las enzimas DNA polimerasas Unicamente son
capaces de anadir nucleoétidos al extremo 3’ libre de una doble cadena de DNA,
por lo tanto, son necesarios moléculas cortas (entre 10 y 30 bases) de DNA de
cadena sencilla. Estas moléculas son los cebadores o primers de la reaccion y
son los que delimitan el fragmento a amplificar, para ellos se requiere un
cebador con direccion 3°-5" que marca el inicio y uno con direccién 5°-3" que
marca el final del sitio a amplificar.

Nucleétidos libres en forma de desoxirribonucledsidos trifosfato (ANTPs) a

partir de los cuales se construyen las nuevas cadenas cortas.

Para realizar una PCR, se realizan tres fases: desnaturalizacion, hibridacion y

elongacion.

Desnaturalizacion. Se lleva a cabo elevando la temperatura a alrededor de

94°C y hace que las dos cadenas de DNA se separen.
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e Hibridacion. A partir de un descenso de la temperatura, los cebadores se unen
por complementariedad al DNA molde.

e Extension o elongacion. La enzima polimerasa incorpora nucleétidos
complementarios a partir del extremo 3’ libre de la region en que han hibridado

los cebadores.

La PCR se completa repitiendo entre 28 y 35 veces (ciclos) las tres fases descritas
antes, de esta manera y tras varios ciclos se forman fragmentos cuyo tamafo esta
limitado por los puntos en los que hayan hibridado los cebadores. Los productos
generados aumentan su concentracion de manera exponencial porque cada nueva
copia sirve de molde en los ciclos subsecuentes, dando origen a millones de copias

del fragmento seleccionado (Espinosa, 2007).

Finalmente, como parte complementaria a esta informacion, previo al desarrollo
de la préactica, el alumno deberéa responder y entregar el siguiente cuestionario:

1.- ,Qué es el ADN?

2.- ¢ Quién fue la primera persona en aislar ADN, como lo hizo?

3.- ¢ En términos generales en qué consiste la extracciéon de ADN?

4.- Mencione dos aplicaciones que usen el método de extraccion de ADN.

5.- ¢ Cual es la utilidad de utilizar la electroforesis en el analisis del ADN?

6.- ¢, Cual es la funcion de la polimerasa en una PCR?

7.- Menciona las posibles aplicaciones de la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR)



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS l,
LABORATORIOS DE DOCENCIA D

MANUAL DE PRACTICAS DE LABORATORIO DE J\M
INVESTIGACION FORMATIVA III

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina

SGC-FESZ-BIO-MLO3 04/02/2022 05 38/168

MATERIAL Y REACTIVOS

Material bioldgico

Tejido animal (higado)

Materiales diversos

Gradillas

Guantes desechables (Latex o Nitrilo)
Matraz Erlenmeyer de 250 ml. estéril
Micropipetas de 10, 20, 100 y 1000 pL.
Mortero con pistilo

Papel parafilm

Puntas para micropipetas estériles de 10, 200 y 1000 uL.
Tubos eppendorf estériles 1.5 ml.

Tubos para PRC estériles 0.5 ml.
Reactivos

Acido bérico (HsBOs)

Agarosa

Agua destilada

Agua inyectable

Buffer o solucidon amortiguadora 10X
Buffer de carga

Cebadores o primers (2)

Cloruro de magnesio 25 mM (MgClz)
Desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTPS)
DNAzol

EDTA (C10H16N20s)

Etanol (alcohol etilico) absoluto (C2HsOH)
Hidréxido de sodio 8 mM. (NaOH)



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS l,
LABORATORIOS DE DOCENCIA D

MANUAL DE PRACTICAS DE LABORATORIO DE _E_Z_‘_‘S,‘:_Gﬂ
INVESTIGACION FORMATIVA III

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina

SGC-FESZ-BIO-MLO3 04/02/2022 05 39/168

Hielo

Marcador de peso molecular de 100-1500 pb.
Revelador de ADN para electroforesis (GelRed)
Solucién de cloruro de sodio 0.9% (NacCl)

Taq DNA Polimerasa

TRIS Base (C4H11NO3)

EQUIPO

Balanza analitica

Balanza de dos platos

Camara de electroforesis con fuente de poder
Centrifuga clinica

Microcentrifuga

Parrilla de calentamiento

Termociclador-PCR

Transiluminador

Vortex

PROCEDIMIENTO
EXTRACCION DE ADN

Homogeneizacion del tejido: pesar 0.5 g de higado de pollo, congelarlo en
hielo seco, y macerarlo en un mortero de porcelana hasta obtener un polvo muy fino,
adicionar 5 mL de una disolucién NaCl al 0.9% y homogenizar. Pasar el sobrenadante
a un tubo y centrifugar a 2000 rpm/5 min, enseguida retirar el sobrenadante, sin
arrastrar el boton celular (Anexo 1, Fig. 2A). Agregar 1 ml. de disolucién de NacCl,
pasar a un microtubo y centrifugar a 2000 rpm/5 min.

Lisis. Retirar el sobrenadante y adicionar 500 yL de DNAzol, homogenizar
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suavemente, después por inversion deshacer el botén, tapar y mantener en hielo por
20 min.

Separacion de proteinas y lipidos. Transcurridos los 20 min, adicionar 1 mL
de etanol absoluto frio, mezclar por inversion 10 veces, centrifugar a 12000 rpm/10
min, retirar el sobrenadante cuidando de dejar el botén con la fase viscosa que lo
cubre (Anexo 1, Fig. 2B).

Precipitacion del ADN. Lavar adicionando a la fase viscosa 1 mL de etanol
frio al 70%, volver a mezclar por inversion y centrifugar a 12000 rpm/12 min. Retirar
el sobrenadante cuidadosamente y volver a lavar. Eliminar el sobrenadante y evaporar
el etanol durante 3 min, hidratar el boton de ADN con 100 pL de NaOH 8 mM.

ELECTROFORESIS

Preparacién de TBE 1X: Diluir 60.5 g de TRIS base, 30.9 g de Acido boérico y
3.7 g de EDTA en 500 mL de agua destilada. Mezclar en parrilla de calentamiento
hasta disolver.

Preparacion de la agarosa: pesar 1 g de agarosa, agregar a un matraz que
contiene 100 mL de buffer TBE 1X, calentar en parrilla de calentamiento hasta que
hierva, una vez que la mezcla sea homogénea, agregar 20 pL de revelador de ADN
para electroforesis y agitar cuidadosamente con movimientos circulares. Colocar el
peine o barrera de la camara de electroforesis. Vaciar la agarosa a la camara de
electroforesis, sin pausas y lentamente para evitar la formacion de burbujas (Anexo 1,
Fig. 3B). Enfriar hasta que solidifique el gel, se agrega buffer TBE 1X en la camara
hasta cubrir el gel.

Corrimiento del gel de agarosa. En la camara de electroforesis, cargar el gel
de agarosa, agregar en el primer pozo 2 uL del marcador de peso molecular estandar,
el cual funcionara como testigo de peso molecular del ADN. Agregar 2 L de buffer de

carga en papel parafina 'y 8 pL del ADN extraido, homogenizar y, colocar con mucho
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cuidado la muestra en cada uno de los pozos del gel (Anexo 1, Fig. 3B).

Conectar a la fuente de poder los electrodos, a 90 volts, por un tiempo
aproximado de 1 hora, revisar continuamente. Después de este tiempo, apagar la
fuente de poder y someter el gel a luz ultravioleta, para revelar el ADN, se toma una
fotografia y se anotan los resultados.

AMPLIFICACION

1. Preparacion de la muestra. En un tubo para PCR se agregan los siguientes
reactivos: 2 yl ADN molde, 2.5 pl Buffer 10x, 1.2 pl MgCl2 (25mM), 0.5 pl dNTPs, 0.2
pl primer 1, 0.2 ul primer 2, 0.15 pl Taqg, 18.25 ul Agua inyectable, para un volumen
total de 25 pL, mezclar los componentes de la reaccion con un vortex durante 2-3
segundos o invirtiendo el tubo varias veces.

2.- Amplificacién. Colocar las muestras en el termociclador programado con las
condiciones de amplificacién establecidas con base en el gen que se desea amplificar,
por lo general se utilizan los siguientes pasos: 95 °C por 5:00; [0:30 a 94 °C, 0:30 a 47
°C, 1:30 a 72 °C] por 35 ciclos; 72 °C por 10 min.; 4 °C «

3.- Visualizacion. Realizar una electroforesis tomando 5 pl del producto amplificado.

RESULTADOS

Analizar las fotografias obtenida de los geles y comparar la muestra con el marcador
de peso molecular estandar y entre las diferentes muestras para determinar la
integridad del ADN extraido y el tamafio del fragmento amplificado.

Incluir en sus resultados la fotografia de los geles de agarosa, describiendo la o las
bandas que se observen. En caso de no haber obtenido banda de ADN en alguno de
los pasos, explique por qué.

Entregar un informe, elaborado con base en el método experimental.
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UNIDAD DE APRENDIZAJE I

EMBRIOLOGIA ANIMAL
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PRACTICA 6

SISTEMA REPRODUCTOR Y CICLO ESTRAL DE LA RATA

OBJETIVOS
Reconocer las fases del ciclo estral de la rata, mediante la tincion de frotis vaginales

de rata.

Realizar la diseccion del aparato reproductor femenino y masculino de la rata e

identificara sus estructuras.

FUNDAMENTO TEORICO

Ciclo estral de la rata

El ciclo estral, se presenta como una secuencia de procesos reproductivos. Se
produce una cascada de eventos hormonales y conductuales que son progresivos,
altamente sincronizados y repetitivos. Es regulado por factores externos como la luz,
la temperatura y las sustancias percibidas por el olfato (Kilen y Schwartz, 1999;
Tresguerres, 2003).

En la rata las variaciones de las hormonas hipofisarias y ovaricas se
acomparfan de cambios citolégicos y conductuales caracteristicos de las diferentes
fases estrales, cada una de las cuales tiene una distinta duracion. El metaestro o
diestro-1 tiene una duracion de 6 a 8 horas, el diestro-2 dura de 55 a 57 horas, el
proestro dura de 12 a 14 horas y el estro de 25 a 27 horas (Freeman, 1994; Hernandez
y Ramos, 2002).

En el metaestro o diestro-1, las células mas abundantes son los leucocitos
pequefios con citoplasma granular y nucleos vesiculares, los cuales aparecen junto
con un numero significativo de células epiteliales cornificadas (Hernandez y Ramos,

2002; Tresguerres, 2003). Comienza el incremento en la secrecion de estradiol (E2)
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por parte de los foliculos y de progesterona (P4) por los cuerpos lateos.

En el dia del diestro-2, se presenta también gran cantidad de leucocitos y
algunas células epiteliales nucleadas (Freeman, 1994; Hernandez y Ramos, 2002).
Durante esta fase tiene lugar la regresion del cuerpo liteo, los foliculos son
estimulados a producir hormonas esteroides sexuales en concentraciones crecientes.

El proestro, se caracteriza por la presencia de células epiteliales nucleadas.
En el proestro tardio, durante la fase de oscuridad, comienza la conducta del celo, en
la cual la hembra permite el acercamiento, la monta y la cépula por el macho
(Tresguerres, 2003). Durante este dia aumenta la amplitud y la frecuencia de los
pulsos de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) de la hormona foliculo
estimulante (FSH) y de la hormona luteinizante (LH). El rapido incremento en LH a las
17:00 horas produce la ruptura del foliculo y la ovulacion.

En la fase del estro, las células dominantes en el frotis vaginal son las
epiteliales escamosas cornificadas, dichas células carecen de ndcleo, contienen el
citoplasma altamente granuloso y de forma irregular (Freeman, 1994). Las
concentraciones de E2 y P4 permanecen bajos. Se presenta un segundo pico de FSH

el cual estimula el crecimiento folicular (Hernandez y Ramos, 2002).

Caracteristicas reproductivas de la rata hembra

Las hembras de esta especie son poliéstricas continuas, anatbmicamente tienen
similitudes con el aparato reproductor del raton, el infundibulo esta envuelto por una
bolsa formada por el mesosalpinx, este es llamado el saco ovarico.

Con respecto al utero, tienen el Utero bicornio con la peculiaridad que poseen
dos cuellos uterinos, uno para cada cuerno, comunicados entre si por una sola vagina.
Las glandulas mamarias son 12, distribuidas de seis en el torax y seis en el abdomen,
son seis pares de pezones.

Las hembras nacen con el canal vaginal cerrado, este recién se abre con un
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rango de 34-48 dias para la apertura vaginal, esta variacion estd influida por factores

nutricionales, genéticos y ambientales (Austin y Short, 1996).

Caracteristicas reproductivas de la rata macho
Una de las diferencias resaltantes entre los ratones y las ratas es que las ratas pueden
vivir entre machos sin que estos se peleen, algo que en ratones es imposible.

El descenso testicular se da entre los 15 y 50 dias de vida, la madurez sexual
del macho ocurre a los 40-60 dias con un peso fluctuante entre 100-140 gramos, es
importante tener en cuenta que la madurez sexual del macho implica también una
mejora en calidad y viabilidad de los espermatozoides (Barrington, 1987).

El comportamiento precopulatorio es caracteristico, hay mordisqueo de la
cabeza y cuerpo de la hembra por parte del macho, o bien este realizar4 un examen
de la region ano genital de la hembra, el tiempo de eyaculacién va de 10-20 segundos,
los espermatozoides tienen forma alargada y con la cabeza en forma de gancho
(Jaramillo, 1997).

Finalmente, como parte complementaria a esta informacion, previo al desarrollo
de la préctica, el alumno debera responder y entregar las siguientes actividades y
cuestionario:

1. Defina los siguientes términos:

a) Hormona, b) lordosis, ¢) madurez sexual, d) frotis vaginal.

2.- Esquematice el aparato reproductor masculino y femenino de la rata.

3.- Esquematice el aparato reproductor masculino y femenino del humano.

4.- Mencione las diferencias del aparato reproductor del humano y la rata.

5.- Esquematice y explique las fases del ciclo estral de la rata.

6.- A qué edad alcanzan la madurez sexual las ratas y que caracteristicas

presentan.
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MATERIAL Y REACTIVOS

Material bioldgico

Ratas macho y hembra

Materiales diversos

Algodon

Estuche de diseccion

Gasas

Goteros con punta de forma o asa bacteriol6gica estériles
Jaulas

Portas y cubre objetos

Tabla de diseccion

Reactivos

Agua destilada

Colorante Giemsa dilucién 1:10 (V/V)
Etanol (alcohol etilico) al 96% (C2HsOH)
Paraformaldehido al 10%

Solucién salina fisiologica de cloruro de sodio 0.9 % (NacCl)

EQUIPO

Balanza analitica
Balanza granataria
Microscopio compuesto

Microscopio estereoscopico

SERVICIOS
Agua
Energia eléctrica



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS l,
LABORATORIOS DE DOCENCIA l\/

FES

MANUAL DE PRACTICAS DE LABORATORIO DE _];_Z_‘,‘S,‘:ES_ZA
INVESTIGACION FORMATIVA III

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina

SGC-FESZ-BIO-MLO3 04/02/2022 05 48/168

Gas

Vacio

PROCEDIMIENTO
El procedimiento que a continuacion se describe en apego a la NOM-062-Z00-1999.
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de

laboratorio.

Se utilizaran ratas hembra y macho adultos. Los animales son mantenidos en grupos
de 5 individuos por sexo, en jaulas acrilicas claras, no porosas (45x22x20 cm), con
reja superior de acero inoxidable y con un fotoperiodo de 14 horas luz: 10 horas

oscuridad a una temperatura de 22 + 2° C, con acceso libre a agua y alimento.

Para llevar a cabo el frotis vaginal se procedera de la siguiente forma:

e Comprobar el sexo del animal e identificar las hembras, se sugiere marcar a
las hembras.

e Colocar tarjetas de identificaciébn en las jaulas correspondientes indicando,
grupo, equipo y tratamiento.

e Realizar el lavado vaginal de la siguiente forma:

e Tomar la cola de la hembra sujetdndola con el dedo indice y el pulgar colocando
al animal sobre una superficie plana, el animal tratara de escapar, por lo que
se recomienda sostenerla firmemente.

e Colocar con la mano libre un trozo de tela grueso, encima de la cabeza y el
lomo, dejando libre la grupa del animal e inmediatamente sujetarlo de forma
gue su cuerpo, con la cabeza en direccion de la mufieca de la mano, quede en

el hueco de la palma apresandolo firmemente entre la base del dedo pulgar y
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los dedos meiique y anular.

e Estando asi asegurado el animal, hacer una ligera traccion de la cola, hasta
gue se quede expuesto el orificio vaginal: con la mano que ha quedado libre,
tomar con el gotero solucién salina o el asa bacteriolégica previamente
esterilizada por fuego directo (Anexo 2, Fig. 1).

e Introducir en la vagina la punta del gotero aproximadamente 5 mm, presionar
el bulbo y sin que salga la punta del gotero lavar la vagina, finalmente recuperar
el liquido y retirar el gotero. En el caso de usar el asa bacteriolégica realizar un
ligero raspado vaginal.

e Colocar alahembra en la jaula y depositar la muestra obtenida del gotero o del
asa bacteriologica en un portaobjetos.

e Repetir la operacién todos los dias con cada uno de los animales.

e Observar el frotis en fresco o tefiido en el microscopio, para determinar la fase
del ciclo estral en la que se encuentra el animal, observar detenidamente las
caracteristicas morfolégicas de las células y su poblacion celular (Anexo 2, Fig.
2A-G).

e Corroborar la fase del ciclo estral realizando la fijacion y tincién del frotis de la
siguiente manera:

e Secar el frotis en la estufa.

e Cubrir el frotis con etanol (alcohol etilico) al 96% y dejar evaporar este para
iniciar la tincion.

e Cubrir el frotis con colorante de Giemsa diluido 1:20, dejar actuar el colorante
durante 20 minutos.

e Lavar la preparacion a chorro de agua, procurando que el agua toque un
extremo del portaobjetos y resbale arrastrando el exceso del colorante.

e Dejar secar la preparacion y observar al microscopio.

e Segquir por lo menos un ciclo estral completo.
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Diseccion del aparato reproductor de la rata hembra

Sacrificar al animal colocandolo en una cdmara de CO:2 (ubicada en el bioterio).
Verificar que el corazon del animal dejo de latir.

Colocarlo en la tabla de diseccion y sujetarlo correctamente.

Realizar un corte longitudinal a lo largo del abdomen desde la base del torax
hasta el sistema urogenital (el corte es primero de la piel y después se corta el
musculo).

Remover los intestinos y el resto de los érganos hasta localizar el Gtero el cual
es bicornio (forma de cuernos).

Localizar e identificar los ovarios, los cuales se encuentran en el extremo del
Utero, tienen forma circular y son de color rojo (Anexo 2, Fig. 3A).

Hacer la diseccion de todo el aparato reproductor femenino identificar todas

sus estructuras, pesarlo y fijarlo.

Diseccion del aparato reproductor de la rata macho

En el caso de la rata macho, se procede de la misma forma que en el caso
anterior, hasta el momento de la remocion de los intestinos.

Localizar todos los 6rganos que conforman el aparato reproductor de la rata
macho, como son: los conductos deferentes, la prostata, las vesiculas
seminales, vejiga urinaria, lo cuales se pueden observar una vez que se
removieron los intestinos. Para el caso de los testiculos y el epididimo se
observan al retraer el escroto (Anexo 2, Fig. 3B).

Continuar con la diseccion del resto del aparato reproductor, identificar todas

sus estructuras, pesarlo y fijarlo.
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RESULTADOS

e Esquematizar todas las fases del ciclo estral observadas en la rata.
e Entregar el material bioldgico fijado y etiquetado correctamente.
e Esquematizar el aparato reproductor femenino y masculino de la rata.

e Entregar un informe, elaborado con base en el método experimental.

REFERENCIAS
Austin, C., y Short, R. (1996). Desarrollo embrionario y fetal (42 ed.). Guadalajara,

México: La Prensa Medica Mexicana.

Barrington, E. (1987). Introduccion a la endocrinologia general y comparada. Madrid,
Espafa: Blue Ediciones.

Freeman, M. E. (1994). The neuroendocrine control of the ovarian cycle of the rat. En:
E. Knobil, y J. D. Neill (Eds.), The Physiology of Reproduction, 22 ed. (pp. 613-615).
New York, USA: Raven Press.

Freeman, M. (2006). Neuroendocrine control of the ovarian cycle of the rat. En: J. D.
Neill (Ed.), Knobil and Neill's physiology of reproduction (3a ed.). San Diego, USA:

Elsevier Academic Press Inc.

Gilbert, F. (2006). Biologia del desarrollo (72 ed.), D.F., México: Editorial Médica

Panamericana.

Hernandez, M., y Ramos, M. (2002). Motivacién animal y humana. México: El Manual

Moderno.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS l,
LABORATORIOS DE DOCENCIA D

MANUAL DE PRACTICAS DE LABORATORIO DE J\M
INVESTIGACION FORMATIVA III

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina

SGC-FESZ-BIO-MLO3 04/02/2022 05 52/168

Jaramillo, J. (1997). Reproduccion y manejo de fauna silvestre. D.F., México: Editorial

UAM lztapalapa.

Kilen, S. M., y Schwartz, N. B. (1999). Estrous Cycle. En: E. Knobil, y J. D. Neill (Eds.).
Encyclopedy of Reproduction. Vol. 2. USA: Academic Press.

Marcondes, F., Bianchi, F., y Tanno, A. (2002). Determination of the estrous cycle
phases of rats: some helpful considerations. Brazilian Journal of Biology, 62(4), 609-
614.

Parry, J., y Morton, D. (1996). Photo atlas for biology. Glenview, USA: Wadswort
Publishing Company.

Tresguerres, J. A. F. (2003). Fisiologia Humana. (22 ed.). Espafia: MacGraw-Hill

Interamericana.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS l,
LABORATORIOS DE DOCENCIA l\/

FES

MANUAL DE PRACTICAS DE LABORATORIO DE _];_Z_‘,‘S,‘:ES_ZA
INVESTIGACION FORMATIVA III

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-BIO-ML03 04/02/2022 05 53/168
PRACTICA 7

GAMETOGENESIS
OBJETIVOS
Identificar en laminillas histoldgicas de ovario, la estructura general de dicho érgano,
las diferentes etapas de maduracion de los foliculos en funcion de su tamafio y

complejidad morfolégica y la estructura del cuerpo Iuteo.

Identificar en laminillas histologicas de testiculo, la estructura del tejido intersticial del
organo, especialmente los nucleos de las células de Leydig y en los tubulos
seminiferos los ndcleos de las células de Sertoli, asi como las etapas de maduracion

de las células de la linea espermatogénica.

Analizar la importancia biolégica de la gametogénesis.

FUNDAMENTO TEORICO

Una de las principales caracteristicas de los seres vivos y en particular de los animales
es la perpetuacién de la especie, funcibn que esta a cargo de los sistemas
reproductores los cuales independientemente del grupo taxonomico al que
pertenezcan los animales comparten una estructura general comun (Audersik y
Audersik, 2002).

Ovarios

El ovario esta constituido por foliculos en diferentes estadios de desarrollo que
interactdan y llevan a cabo la produccion de évulos maduros (ovulacién) aptos para la
fecundacion. Ademas, secretan hormonas esteroides sexuales y péptidos que crean
un ambiente adecuado para la fertilizacion y la implantacion posterior del cigoto en el

endometrio (Strauss y Williams, 2014).
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Los ovarios son Organos pares ovoides, de color rosa grisiceo y con una
superficie irregular, debido a la presencia de foliculos ovaricos. Cada ovario esta fijado
a la superficie posterior del ligamento ancho del Utero mediante una estructura
vascularizada corta, el mesovario, unido a los bordes del ovario. En la parte superior,
el ovario se encuentra unido a la pared de la pelvis mediante el ligamento suspensorio,
gue conduce los vasos y los nervios al interior de la génada (Ross y Pawlina, 2015).
Foliculogénesis
Los foliculos (Anexo 2, Fig. 4) son la unidad anatémica y funcional del ovario. Su
funcion es mantener, nutrir, madurar y liberar al ovocito en el momento en que este
sea capaz de ser fecundados. Los foliculos ovaricos se clasifican en funcion de su
tamafo y complejidad morfolégica en:

Foliculos primordiales: Constituyen la reserva de los foliculos en reposo y se
localizan en la corteza ovarica, por debajo de la tinica albuginea (Bruel y col., 2015).
Esta formado por un ovocito primario, el cual se encuentra rodeado por una monocapa
de células epiteliales planas (células foliculares o pregranulosas), estableciendo
uniones conocidas como nexos y microvellosidades entre ellas y el ovocito, que
permiten el intercambio de moléculas entre ambos tipos celulares. Alrededor de las
células pregranulosas del foliculo se encuentra la membrana basal (Anexo 2, Fig. 5A)
(Ross y Pawlina, 2012; Levine, 2015).

En los foliculos primarios las células pregranulosas se transforman en células
cubicas, momento a partir del cual se les denomina ceélulas de la granulosa, que al
dividirse por mitosis forman un epitelio estratificado. Entre el ovocito y las células de
la granulosa se encuentra la zona pellcida, una matriz extracelular que envuelve el
ovocito, compuesta por glicoproteinas sintetizadas por el estrato granuloso. La zona
pellcida juega un papel importante en la union especifica de los espermatozoides al
ovocito e induce la reaccion acrosomica. Alrededor de la membrana basal comienzan

a agruparse células del estroma cortical que dan lugar a las células de la teca (Anexo
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2, Fig. 5B) (Ross y Pawlina, 2012; Levine, 2015).

Foliculos secundarios: La capa de las células de la granulosa alcanza un
espesor de 6 a 12 estratos celulares, entre los cuales aparecen pequefios espacios
llenos de liquido, conocidos como cuerpos de Call-Exner, que son productos de
secrecion de dichas células. Este liquido producido por las células de la granulosa
contiene, entre otros, progesterona, estradiol, inhibina y activina. La teca folicular se
diferencia en teca interna y externa (Anexo 2, Fig. 5C) (Gartner y Halt, 2015).

Foliculos preovulatorios, maduros o De Graaf: En estos foliculos los cuerpos
de Call-Exner aumentan de tamafio, confluyen entre si y originan una cavidad central
llena de liquido, conocida como antro folicular. ElI ovocito adopta una posicion
excéntrica. Las células de la granulosa forman un monticulo, el disco proligero o
cumulo ovoforo, que se proyecta dentro del antro. Las células del cimulo ovoforo que
rodean inmediatamente al ovocito y permanecen con él durante el proceso de
ovulacion forman la denominada corona radiada (Anexo 2, Fig. 5D) (Ross y Pawlina,
2012; Garnert y Hiatt, 2015). La formacion del cuerpo lateo ocurre como resultado del

proceso de ovulacion, su funcién es la secrecion de progesterona.

Testiculos
Los testiculos son oOrganos pares situados en la regién posterior de la cavidad
abdominal a los lados de la linea media en la mayoria de los animales exceptuando a
los mamiferos en los que se encuentran situados en una estructura denominada bolsa
escrotal; sus funciones son: la sintesis y liberacion de hormonas esteroides
(esteroidogénesis) proteicas y la produccion de los gametos (espermatogénesis).

El testiculo esta organizado en dos compartimentos, el intersticial formado por
células del estromay el tubular que esta constituido por los tubulos seminiferos. En el
compartimento intersticial se encuentran las células del sistema inmunoldgico , vasos

sanguineos y las células de Leydig, encargadas de sintetizar testosterona. En el
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compartimento tubular se encuentran las células de Sertoli que son células somaticas
cuya funcién es la de nutricién de las células germinales en las diferentes etapas de

maduracion (Anexo 2, Fig. 6) (Junqueira y Carneiro, 2004; Treuting y Dintzis, 2012).

Espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso por el cual se forman los espermatozoides.
Comienza cuando las células precursoras o0 espermatogonias entran en division
mitética seguida de la divisibn meiodtica y ambas tienen lugar dentro de los tubulos
seminiferos (Olivera et al., 2006).

Para su estudio la espermatogénesis se ha divido en tres fases distintas, en el Anexo
2, Fig. 7 se observan los diferentes tipos células involucrados en este proceso:

Fase de espermatocitogénesis. Las espermatogonias primitivas (células
diploides) o espermatogonias tipo A estan localizadas junto a la membrana basal del
epitelio tubular. Unas se conservan como células troncales y otras se dividen por
mitosis y originan células diferenciadas llamadas espermatogonias tipo B. Después
de varias divisiones adicionales estas células se convierten en espermatocitos
primarios de gran tamafio (Ross y Pawlina, 2015).

Fase espermatocitica. Los espermatocitos primarios entran a la meiosis | que tiene
como funcion la reduccion de la cantidad de cromosomas, dando como resultado dos
células haploides llamadas espermatocitos secundarios, los cuales forman dos
espermatidas al término de la division (Ross y Pawlina, 2015).

Fase de espermiogénesis. Cuando las espermatidas se diferencian en
espermatozoides maduros. Este proceso consiste en cuatro fases: 1. Golgi
(condensacion nuclear, formacion del axonema) 2. Casquete (formacion de la vesicula
acrosomica sobre el nucleo) 3. Acrosoma (orientacion de la cabeza hacia la lamina
basal, desplazamiento de mitocondrias a la regién del cuello) y 4. Maduracion

(reducciéon del citoplasma que se encuentra alrededor del flagelo, liberacion del
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espermatozoide maduro a la luz del tibulo seminifero) (Ross y Pawlina,2015).

La observacion de cortes histolégicos de testiculo y ovario permitira al alumno
identificar las caracteristicas estructurales de dichos érganos y de las fases de
maduracion de los gametos.

Finalmente, como parte complementaria a esta informacion, previo al desarrollo

de la préactica, el alumno debera responder y entregar el siguiente cuestionario:

1.-Describa el mecanismo por el cual el eje hipotdlamo-hipéfisis-ovario regula
las funciones de la gbnada.

2.- Esquematice y describa cada uno de los foliculos ovaricos presentes en el
ovario.

3.- Describa el mecanismo por el cual el eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo
regula las funciones de la gonada.

5.- Investigue y describa las funciones de las hormonas producidas por las
células de Sertoli y Leydig.

6.- Describa algunos de los métodos que se utilizan para la preparacién de

cortes histoldgicos de algin 6rgano implicado en la reproduccion.

MATERIAL Y REACTIVOS

Materiales diversos

Dos hojas de papel seda

Laminillas de cortes histoloégicos de testiculo de rata tefidos con técnica de
hematoxilina-eosina

Laminillas de cortes histoldgicos de ovario de rata tefiidos con técnica de hematoxilina-
eosina

Reactivos

Aceite de inmersion
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EQUIPO

Microscopio compuesto
Microscopio compuesto con camara

Pantalla con entrada HMDI

SERVICIOS
Agua

Energia eléctrica
Gas

Vacio

PROCEDIMIENTO
Con ayuda de un microscopio, realizar la observacion de las laminillas histolégicas de
ovario y testiculo tefiidas con técnicas de hematoxilina eosina, identificando las

estructuras y las etapas de la gametogénesis en ambos érganos.

RESULTADOS
Elaborar los esquemas correspondientes a cada érgano observado, indicando las
estructuras identificadas.

Entregar un informe, elaborado con base en el método experimental.

REFERENCIAS
Audersik T, Audersik G. (2002). Biologia la vida en la tierra (42 ed.). Estado de México,

México: Editorial Prentice Hall.

Gartner LP, Hiatt JL. (2015). “Atlas en color y texto de Histologia”. 62 edicion. Editorial

Médica Panamericana. Madrid Espafia. Capitulo 17.
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Olivera M, Ruiz T, Tarazona A y Giraldo C. (2006). El espermatozoide, desde la
eyaculacion hasta la fertilizacion. Revista Colombiana de Ciencias Pecuarias.19:426-
436.

Ross MH, Pawlina W. (2012). "Histologia, texto y atlas color con biologia celular y
molecular". 6a edicion. Editorial Médica Panamericana. Barcelona, Espafia. Cap. 23
pp. 200-213.

Ross MH, Pawlina W. (2015). Histologia, texto y atlas color con biologia celular y
molecular. 7a edicion. Editorial Médica Panamericana. Barcelona, Espafia. Cap. 23.
pp.831-837.

Treuting P y Dintzis S. (2012). Comparative Anatomy and Histology: A Mouse and

Human Atlas. Elsevier Science. 30-90.

Strauss JD, Williams CJ. (2014). "The ovarian life cycle". En; Yen y Jaffe’s. (eds.)
Reproductive Endocrinology. 7a edicién. pp. 157-191.

Levine J. (2015)."Neuroendocrine control of the ovarian cycle of the rat". En: Knobil
and Neill's (eds.). Physiology of the Reproduction. 4a edicion. 2:1199-1257.

Junqueira, L., y Carneiro, J. (2004). Histologia béasica. Texto y atlas (52 ed.).

Barcelona, Espafia: Editorial Masson.
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PRACTICA 8

EVALUACION DE LA CALIDAD ESPERMATICA DE LA RATA MACHO

OBJETIVOS
Analizar la calidad espermatica de una muestra de espermatozoides maduros.

FUNDAMENTO TEORICO

El sistema reproductor del macho se compone de los testiculos, los epididimos, los
conductos deferentes, el conducto eyaculador, las glandulas sexuales accesorias
(vesiculas seminales, la prostata, las glandulas coagulantes, las glandulas prepuciales
y las glandulas bulbouretrales o de Cowper), el pene y la uretra. El aparato reproductor
de la rata macho o ratén ademas incluye a las glandulas ampulares (Knoblaugh y True
2012).

Los espermatozoides se producen en los testiculos, especificamente en los
tubulos seminiferos mediante el proceso de espermatogénesis. El epididimo es una
estructura que se extiende a lo largo del eje longitudinal del testiculo y para su estudio
ha sido dividido en tres regiones, la cabeza, el cuerpo y la cola. La mayor parte de los
espermatozoides se almacena en la cola del epididimo, porque ahi las condiciones
son 6ptimas para preservar la viabilidad por un tiempo prolongado. Cuando los
espermatozoides recientemente formados entran a la cabeza a partir de los conductos
eferentes, no tienen la capacidad de moverse ni de fertilizar, durante su paso por el
epididimo adquieren esas capacidades (Gartner y Hiatt, 2007).

Los conductos deferentes, son tubos que sale de la cola del epididimo. En su
trayecto inicial estan sostenidos por pliegues del peritoneo, luego pasa a lo largo del
cordon espermatico y se une a la uretra, cerca de la apertura de la vejiga. Tiene como
funcion el transporte de los espermatozoides (Bearden y Fuquay, 1982; Knoblaughy
True, 2012).
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Las vesiculas seminales, son glandulas pares que desembocan en comun con
los conductos deferentes, con los que forman un corto conducto eyaculador que se
une a la uretra. Su secrecion es rica en proteinas, lipidos y monosacaridos de gran
importancia para la conservacion y movilidad de los espermatozoides (Bearden y
Fuquay, 1982; Knoblaughy True, 2012). La prostata, es una glandula Unica situada en
la porcion inicial de la uretra. Su secrecion es alcalina y contribuye a neutralizar la
acidez propia del conducto genital de la hembra, con lo cual asegura la viabilidad de
los espermatozoides que llegan a esta zona (Bearden y Fuquay, 1982; Knoblaughy
True, 2012).

La uretra, sirve como conducto excretor tanto para la orina como para el semen.
Se extiende desde su unidn con el conducto deferente hasta la porcién terminal del
pene (Bearden y Fuquay, 1982; Knoblaughy True, 2012).

El espermatozoide es wuna célula diferenciada producto de Ila
espermatogénesis, estad compuesta por la cabeza y el flagelo (Anexo 2, Fig. 8). La
cabeza incluye el nucleo (que contiene el ADN), la cubierta postacrosomal (que cubre
la porcién posterior del nucleo) y el acrosoma. Este ultimo cubre la parte anterior del
nacleo y contiene las enzimas necesarias para la penetracion de la corona radiada y
la zona pellcida durante la fertilizacion (Darszon et al., 2005).

El flagelo se compone de la pieza media, principal y final. La pieza media es
una porcion engrosada que se encuentra cerca del centriolo proximal, formada por el
manto mitocondrial, contiene enzimas que convierten la fructosa y otros sustratos en
compuestos de alta energia que pueden ser utilizados por el espermatozoide. La pieza
principal y la pieza final difieren entre si, ya que esta ultima no tiene una cubierta
protectora. Una de las principales caracteristicas del flagelo es el filamento axial, el
cual es un pequefio haz de delgadas fibrillas que empiezan en el centriolo proximal y
corren a lo largo de todo el flagelo. Las contracciones de estas fibrillas provocan el

latigueo del flagelo, lo cual impulsa hacia adelante al espermatozoide. Esto da como
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resultado un patron de movimiento ondulado y rotatorio que permite que el
espermatozoide se mueva progresivamente hacia adelante (Bearden y Fuquay, 1982;
Darszon et al., 2005).

El plasma seminal sirve a la vez de vehiculo y de medio nutritivo y protector de
los espermatozoides. Esta compuesto de minerales, carbohidratos, &cidos organicos,
lipidos, esteroides, aminoacidos, espermina, glutation y proteinas (Poirot y Cherruau,
2005).

Finalmente, como parte complementaria a esta informacion, previo al desarrollo
de la préactica, el alumno deberéa responder y entregar el siguiente cuestionario:

1.- Escriba cuales estructuras celulares estan involucradas en el proceso de
espermatogénesis.

2.- Haga un cuadro comparativo entre las estructuras reproductivas del hombre y la
rata macho, en donde especifique las funciones de dichas estructuras.

3.- Defina los términos esterilidad e infertilidad.

4.- ;Qué es la camara de Neubauer y para qué sirve?, esquematice.

MATERIAL Y REACTIVOS
Material biol6gico
Espermatozoides maduros de rata
Materiales diversos

Camara de Neubauer
Cubreobjetos 22 mmx40 mm.
Estuche de diseccion

Guantes de latex

Micropipetas de 10 pl

Papel seda

Pipetas Pasteur con bulbo
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Pipeta de Thoma para globulos blancos
Portaobjetos

Tabla de diseccion

Termometro

Tubo cénico de microcentrifuga de 5 ml.
Vasos de precipitado de 100 ml. y 250 10 ml.
Reactivos

Aceite de inmersion

Colorante Azul de Tripano (C34H28NeO14S4) 6
Eosina al 2% - Nigrosina 2%

Solucién salina fisiologica al 0.9% de Cloruro de Sodio (NaCl)

EQUIPO
Estufa
Microscopio compuesto

Placa de calentamiento

SERVICIOS
Agua
Vacio

Servicio eléctrico

PROCEDIMIENTO

Se utilizan ratas adultas macho a los cuales se les extraeran los conductos deferentes
o los epididimos. Todos los experimentos estan en estricto apego a la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-1999, Especificaciones técnicas para la produccion,

cuidado y uso de los animales de laboratorio.
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Obtencion de la muestra

Existen dos formas de colectar la muestra de los espermatozoides: 1) de la cola del

epididimo y 2) de los conductos deferentes. Las técnicas son las siguientes:

La colecta de los espermatozoides se hace de los conductos deferentes
colocando la muestra en 1 ml de solucion salina fisiol6gica al 0.9% mantenida
a 37°C en bafio de agua. Para ello, con la ayuda de una jeringa de insulina se
hara pasar dicha solucion (1 ml) por los conductos deferentes, el contenido de
los tabulos seminiferos debe ser depositado en un vaso de precipitado de 5 ml.
Se identificara la porcion distal o cola del epididimo, se realizara un corte con
tijeras finas y con una jeringa se inyectara la cola del epididimo (Anexo 2, Fig.
9) para realizar lavado con 2 ml de solucion salina fisiologica al 0.9 %, el
contenido del lavado se recolectara en un tubo conico de microcentrifuga de 5

ml. Mantener la muestra en bafio maria a 37°C durante todo el procedimiento.

De cada muestra esperméatica se analizaran los siguientes parametros:

Movilidad: Se colocan 10 pl de la muestra esperméatica sobre un portaobjetos a
37°C. Se contabilizan 200 espermatozoides a 400X, distinguiendo entre
moviles y no moviles.

Viabilidad: En un portaobjetos se hace una dilucion 1:1 empleando 10 pl de la
muestra de espermatozoides y 10 pl de solucién de azul de tripano al 0.5% vy
se coloca un cubreobjetos. Se cuentan 200 espermatozoides a 40X,
empleando el criterio de inclusién-exclusion, donde los tefiidos de color azul se
consideran no viables y los no tefiidos y traslucidos, viables.

Concentracion: Se colocan 10 pl de la muestra de espermatozoides en la
camara de Neubauer, bajo el microscopio 6ptico a 40X se cuentan los
espermatozoides presentes en 5 campos y se multiplican por el factor

correspondiente (10°).
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e Morfologia: En un portaobjetos, se realiza un frotis de la muestra espermaética,
se deja secar a temperatura ambiente y se tifie con eosina al 2%. Se deben
analizar 250 espermatozoides a 400X. Se consideran como anormal, aquel
espermatozoide que presenté alteraciones morfolégicas en cabeza y flagelo

como se puede observar en el anexo 2, Fig. 10.

RESULTADOS
Elaborar una tabla de los valores obtenidos e interpretar los resultados.

Entregar un informe, elaborado con base en el método experimental.

REFERENCIAS
Bearden H y Fuquay J. (1982). Reproduccion Animal Aplicada. Manual Moderno.
México. pp. 21-38.

Knoblaugh S y True L. (2012). Male reproductive system. En: Comparative Anatomy
and Histology A Mouse and Human Atlas. Piper M, Treuting S, Dintzis Denny y Frevert
C. Eds. Elsevier Inc. pp. 285-308.

Darszon A, Nishigaki T, Wood C, Trevifio C, Felix R y Beltran C. (2005). Calcium
channels and Ca2+ fluctuations in sperm physiology. International Review of
Cytology.243:79-82.

Poirot C y Cherruau B. (2005). Infertiidad masculina. Aspectos clinicos e
investigaciones biologicas. Acta Bioquimica Clinica Latinoamericana. 39:225-
241.Gartner L, Hiatt J. (2007). Texto atlas de histologia (32 ed.), D.F., México: Editorial
Mc Graw Hill.
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PRACTICA 9

EMBRIOGENESIS
OBJETIVO
Identificar las diferentes etapas del desarrollo embrionario del pollo, mediante la
observacion de las estructuras y érganos presentes en cada una de ellas.

FUNDAMENTO TEORICO

Segun Aristételes, filésofo e historiador, la ciencia comienza con la admiracion o el
asombro: “Es debido a la admiracion que el hombre empezé a filosofar, y la admiracién
sigue siendo el origen del conocimiento”. El desarrollo de un animal a partir de una
célula huevo ha sido origen de asombro a lo largo de la historia. ElI simple
procedimiento de abrir un huevo de pollo durante cada dia sucesivo de sus tres
semanas de incubacion proporciona una experiencia extraordinaria que permite
observar como a partir de una delgada banda de células se llega a formar esta ave en
su totalidad. Aristételes llevo a cabo este procedimiento y prestd cuidadosa atencion
a la formacién de los principales 6rganos. Cualquiera puede asombrarse de este
extraordinario fenébmeno, pero los bi6logos pretenden descubrir codmo se producen
exactamente el desarrollo.

Los organismos multicelulares no surgen completamente formados. En su
lugar, se originan por un proceso relativamente lento de cambios progresivos que
nosotros denominamos desarrollo. En casi todos los casos, el desarrollo de un
organismo multicelular comienza a partir de una célula denominado cigoto (célula
huevo), que se divide por mitosis para dar origen a todas las células del cuerpo.
Tradicionalmente, el estudio del desarrollo animal ha sido denominado embriologia,
comprendiendo la fase de un organismo entre la fecundacion y el nacimiento. Pero el
desarrollo no se detiene con el nacimiento, o aun en la madurez. La mayoria de los

organismos nunca detiene su desarrollo. Cada dia reemplazamos mas de un gramo
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de células de la piel, y nuestra medula 6sea mantiene el desarrollo de los glébulos
rojos sanguineos nuevos durante cada minuto de nuestras vidas. Ademas, algunos
animales pueden regenerar partes cortadas y muchas especies experimentan la
metamorfosis. Por esta razon, desde los Gltimos afios se acostumbra a hablar de la
biologia del desarrollo como la disciplina que estudia el desarrollo embrionario y otros
procesos del desarrollo. ElI desarrollo lleva a cabo dos objetivos fundamentales:
genera diversidad celular y orden en cada generacion, asegurando de este modo la

continuidad de la vida desde una generacion a la siguiente.

Desarrollo temprano en las aves

Desde que Aristoteles fuera el primero en seguir el desarrollo del pollo durante tres
semanas, el pollo doméstico (Gallus sp.) ha sido un organismo favorito para los
estudios embrioldgicos. Este es accesible todo el afio y se cria con facilidad. Ademas,
a temperatura, humedad y ventilacion adecuada, se puede predecir con precision el
estadio de desarrollo. Por lo tanto, puede obtenerse gran nimero de embriones en el
mismo estadio. El embrién de pollo puede ser manipulado quirdrgicamente y debido
a que la formacion de los érganos del pollo es llevada a cabo por genes y movimientos
celulares semejantes a los de la formacion de los 6rganos de los mamiferos, el
embrién de pollo ha servido con frecuencia como un sustituto econémico (y
moralmente mas aceptable) para embriones humanos (Houillon, 1977).

La fecundacion del gameto femenino del pollo se produce en el oviducto
(pabelldén o infundibulo), antes que la albumina y la cascara sean secretadas sobre
éste. El huevo (cigoto) es telolecito (como el del pez) con un pequefio disco del
citoplasma situado encima de un gran vitelo. Como en el cigoto del pez, los cigotos
vitelinicos de las aves experimentan una segmentacion meroblastica discoidal. La
segmentacion se produce solamente en el blastodisco, un pequefio disco del

citoplasma de 2 a 3 mm de didmetro en el polo animal del cigoto. El primer surco de
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segmentacion aparece centralmente en el blastodisco y otros surcos de segmentacion
siguen para crear un blastodermo de una sola capa como en el embrién del pez, estas
segmentaciones no se extienden al citoplasma vitelinico, de tal modo que las células
de segmentacién temprana son continuas una con la otra y con el vitelo en sus bases.
Por esta razén, la segmentacion ecuatorial y vertical divide al blastodermo en un tejido
de 5 a 6 capas celulares de espesor. Las células llegan a estar unidas por uniones
estrechas. Entre el blastodermo y el vitelo hay un espacio denominado la cavidad
subgerminal (Austin, 1996).

Este espacio es creado cuando las células del blastodermo absorben agua
desde la albumina y secretan el fluido entre ellas y el vitelo. En este estadio, las células
profundas en el centro del blastodermo son eliminadas y mueren, dejando detras a un
area pelucida de una célula de espesor. Esta parte del blastodermo forma la mayor
parte del embrion verdadero. El anillo periférico de células del blastodermo que no ha
eliminado sus células profundas constituye el area opaca entre el area pellcida y el
area opaca esta una delgada capa de células denominada la zona marginal. Algunas
las células de la zona marginal llegan a ser muy importantes en la determinacién del
destino celular durante el desarrollo temprano del pollo.

Para el momento en que la gallina ha puesto un huevo, el blastodermo contiene
cerca de 20, 000 células. En este momento, la mayoria de las células del area pelucida
se mantienen en la superficie, y forman el epiblasto, mientras que otras células del
area pelucida se han separado de la lamina y migran individualmente hacia la cavidad
subgerminal para formar el hipoblasto primario, un archipiélago de grupos aislados
gue contienen 5 a 20 células cada uno. Las dos capas de blastodermo resultante
(epiblasto e hipoblasto) estan unidas en la zona marginal del area opaca y el espacio
entre las dos capas forma el blastocele (Gilbert, 2006).

El embrién del ave proviene completamente del epiblasto. El hipoblasto no

contribuye con ninguna célula al embrion en desarrollo. En su lugar, las células del
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hipoblasto forman porciones de las membranas externas, especialmente del saco
vitelino y del pediculo que une la masa vitelina al tubo digestivo endodérmico. Las tres
capas germinales del embrion propiamente dicho son formadas a partir de las células
del epiblasto (Wischnitzer, 1980).

Los embriones de pollo son un modelo en el laboratorio util en el estudio de las
diferentes etapas del desarrollo embrionario, ya que existe informacion que permite
conocer e identificar las estructuras anatémicas y determinar la edad del embridn
(Lewis, 1998) (Anexo 2, Fig. 11).

Finalmente, como parte complementaria a esta informacion, previo al desarrollo
de la préactica, el alumno debera responder y entregar el siguiente cuestionario:

1.- ¢ Qué es y qué funcion tiene la linea primitiva?

2.- Proponga cinco organismos para trabajar en el laboratorio de embriologia y diga
las ventajas de estos.

3.- Defina los siguientes términos: fecundacion, cigoto, desarrollo, somita, chalazas,
vitelo, blastodisco, blastocele, telolecito, albumina, teratégeno, mutageno vy
teratogénesis.

4.- Esquematice el huevo de un ave y de un mamifero y realice un cuadro comparativo
de ambos indicando las ventajas y desventajas.

5.- Describa las etapas de desarrollo embrionario del pollo segun Hamburger y
Hamilton (1951)

MATERIAL Y REACTIVOS

Material biolégico

10 huevos de gallina fecundados. Estos se pueden conseguir en granjas
especializadas en produccion de aves.

Materiales diversos

Cajas de Petri
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Cristalizadores

Cucharilla perforada

Goteros

Matraces Erlenmeyer de 125 ml.

Navajas

Parrilla de calentamiento

Pincel

Pinzas de punta fina

Picetas

Portaobjetos y cubreobjetos

Termometro

Tijeras de punta fina

Vasos de precipitados de 250 ml.

Reactivos

Acido acético glacial (CHsCOOH) 5 mL

Acido carminico (C22H20013) 1 g.

Acido clorhidrico (HCI) al 1%.

Agua destilada

Alumbre potasico (KAI[SO,],-12H,0) 10 g.
Balsamo de Canada

Etanol (Alcohol etilico) (C2HsOH) a Soluciones alcohdlicas a diferentes
concentraciones (30, 50, 70, 75, 80, 85, y 90%)
Etanol (Alcohol etilico) absoluto (C2HsOH)
Formol comercial (CH20) 25 mL

Formol comercial 35% (CH20). 1 mL

Solucion saturada de acido picrico (CeHaN3O7) 75 mL

Suero fisiologico Solucién salina fisioldgica al 0.9% de Cloruro de Sodio (NaCl)
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Xileno (CsHao)

EQUIPO
Incubadora
Microscopio compuesto.

Microscopio Estereoscoépico

SERVICIOS
Agua

Vacio

Energia eléctrica

Drenaje

PROCEDIMIENTO

Preparacién de reactivos

Alcohol acidulado. Se mezclan partes iguales de etanol al 70% y &cido clorhidrico al
1%.

Solucion fijadora de Bouin (Picroformol). Agregar 75 mL de solucion saturada de &cido
picrico, 25 mL de formol comercial y 5 mL de acido acético glacial

Carmalumbre de P. Mayer. Disolver en caliente 10 gramos de alumbre potasico en
200 mL de agua destilada y adicionar un gramo de acido carminico. Enfriar la soluciéon
y filtrar; por ultimo, afiadir 1 mL de formol.

Incubacidn. La incubacion de los huevos fecundados debe hacerse en el laboratorio
a una temperatura entre los 36.5 y 39.5 °C dentro de un medio con humedad y
ventilado. Para lograr la humedad introducir a la incubadora un recipiente con agua.

Debido a que se van a utilizar huevos con un desarrollo temprano no es indispensable
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la ventilacion.

Colocar los huevos en posicion horizontal y girarlos cada 24 horas siempre en
el mismo sentido, esto con la finalidad de evitar que el embrién se pegue al cascarén

y que las chalazas se enrollen correctamente.

Obtencidn. Para obtener los embriones, es necesario tener ya preparado el siguiente
material y sus respectivos reactivos:

e 500 mL de suero fisiolégico a 37°C en un cristalizador.

e Un cristalizador para recibir al embrion (yema).

e Una cuchara perforada, para pasar el embrion del huevo al suero fisiologico.

e Tijeras de corte fino para cortar alrededor del embrion y poderlo transferir.

e Pinzas.

Colocar el huevo horizontalmente y con las pinzas golpear el huevo suavemente sobre
la camara de aire hasta perforarlo. Introducir las tijeras y empezar a cortar el cascaron
hasta formar una ventana en la parte superior del cascaron. Identificar al embrion,
este se encuentra al centro del huevo y presenta un color rojo (el tamafio del embrién
es variable dependiendo del tiempo de incubacién). Ahora con mucho cuidado cortar
la membrana vitelina (la que cubre a la yema) con las tijeras, alrededor del embrion.
Ahora con la cuchara sacar al embrion y transferirlo a una caja de Petri con suero
fisiologico con la finalidad de lavarlo y mantenerlo vivo el mayor tiempo posible.
Realizar los lavados necesarios hasta que quede libre de vitelo el embrion. Observar
al estereoscopio e identificar las distintas estructuras y 6rganos del embrion. Identificar

las estructuras y 6rganos y la edad del embrion por el nUmero de somitas.

Fijacion del embrion. El fijador que se utilizara sera el Bouin, que contiene formol,

acido picrico y acético. De la caja de Petri, donde se encuentra el embridn extraer el
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suero fisioldgico, de tal manera que quede solo el embrion, ahora cubrir el embridn
totalmente con el fijador (Bouin) utilizando un gotero, tener cuidado de que el embrién
guede suspendido en el fijador. Dejar actuar el fijador durante 12 horas.

Lavar los embriones con agua para quitar el exceso de fijador, introduciéndolos
en un vaso de precipitados con agua y una gasa esto con la intenciéon de que no se

salgan del vaso de precipitados, hasta que los embriones queden de color crema.

Tincion del embrién. Pasar los embriones a una caja de Petri con carmalumbre
diluido 1:5 (V/V con agua destilada) y dejar actuar al colorante, este paso es crucial
por lo que se deben revisar constantemente los embriones hasta que tengan un color
rosa de manera uniforme (utilizar la camara translucida). El tiempo de tincion varia
entre 30 minutos y una hora aproximadamente, segun el tamafio de los embriones y

la dilucién del colorante.

Deshidratacion de los embriones. Deshidratar los embriones realizando tres
cambios de alcohol al 50, 70 y 80%, por 10 minutos cada uno de los cambios. Agregar
alcohol acidulado con la finalidad de eliminar el exceso de colorante. Deshidratar
nuevamente los embriones, para esto se realizaran los cambios indicados en el cuadro
5

Cuadro 5.- Deshidratacion de los embriones de pollo.

No. de Cambios Solucién (%) Tiempo (minutos)
1 alcohol al 70 10
1 alcohol al 75 10
1 alcohol al 80 10
1 alcohol al 85 10
1 alcohol al 90 10
2 alcohol absoluto 10
2 Xileno 10
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Colocar al embrion sobre el portaobjetos y con la ayuda del estereoscopio y el
bisturi recortar alrededor de la vena marginal procurando que quede parejo y en forma

de ovalo.

Montaje de los embriones. Pasar los embriones a xileno y sobre un portaobjetos
limpio colocar una o dos gotas de balsamo, sobre las gotas y con ayuda de las pinzas
montar el embrién cuidando que la vista sea ventral (la cabeza del embrién a la
derecha del cuerpo y para los embriones que no han rotado la cabeza, con el corazén
hacia arriba).

Agregar nuevamente balsamo sobre el embrion de tal manera que quede
cubierto completamente, ahora colocar el cubreobjetos de manera que no queden
burbujas de aire. Si es necesario agregar mas balsamo alrededor del embrién. Pasar
las preparaciones a una estufa con la finalidad de que sequen completamente.

RESULTADOS

Entregar cinco preparaciones de los embriones de pollo, indicando la edad
aproximada de cada uno de ellos (ver Anexo 2, Fig. 12 para determinar edad).
Entregar los cinco esquemas de los embriones de pollo indicando los nombres de los
organos y estructuras observadas.

Investigar las principales etapas de desarrollo que ocurren en las primeras 48 horas.

Entregar un informe, elaborado con base en el método experimental.

REFERENCIAS
Austin, C., y Short, R. (1996). Desarrollo embrionario y fetal (42 ed.). Guadalajara,
México: Editorial La Prensa Medica Mexicana.

Gilbert, F. (2006). Biologia del desarrollo (72 ed.). D.F., México: Editorial Médica
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UNIDAD DE APRENDIZAJE 11l

PLANTAS SIN SEMILLAS
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PRACTICA 10

TECNICAS DE RECOLECTA Y PRESERVACION DE ARQUEGONIADAS NO
VASCULARES Y VASCULARES

OBJETIVOS
Herborizar y determinar taxonGmicamente plantas de Marchantiidae, Anthocerotidae,
Brydae, Lycopodidae, Equisetidae, Maratiidae, Ophioglossidae, Polypodidae y

Psilotidae.

Reconocer las caracteristicas morfolégicas de las estructuras vegetativas y

reproductivas de los diferentes grupos de plantas sin semilla.

FUNDAMENTO TEORICO

Los ejemplares depositados en los herbarios son imprescindibles para realizar de
estudios floristicos, ecologicos, fitogeograficos y sisteméticos. Ademas de ser
registros permanentes de la biodiversidad mundial (Mabberley (1987); Birdson vy
Forman (1992); Quesada et al., 1999; Mestger y Bayer (1999); Gonzalez et al., 2015).
Para que una planta forme parte de un herbario tiene que pasar por un proceso de
herborizacion, el cual implica: recolecta, prensado o fijacion, secado, determinacion
taxonomica, montaje, etiquetado, encamisado e intercalado (Lot y Chiang, 1986;
Benavides et al., 1996). En esta practica se describeny aplican algunas de las técnicas
de recoleccién y herborizacion de briofitas, licofitas y helechos.

Briofitas, incluyen a los musgos, hepaticas y antocerotes. Son plantas terrestres no
vasculares, cuya fase conspicua es la gametofitica y su medio de dispersion es la

espora. Se recolectan retirando por medio de una espatula, cuchillo onavaja un

fragmento del gametofito de aproximadamente 10 cm? gue incluya el esporofito. Se
colocan en bolsas de papel de estraza con datos que incluyen el tipo de sustrato

COmo un caracter para separar especies, tal como lefio en descomposicion, ramas,
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humus, suelo mineral y roca. Debido a la delicadeza de sus gametofitos, estas plantas
no se prensan. Para el secado, los ejemplares se extiendensobre o dentro de las
envolturas y se introducen en la secadora para recibir un secado ligero a una
temperatura poco superior a la ambiental (Bowles, 2004).

Las licofitas y los helechos son plantas vasculares cuyo medio de reproduccion
y dispersion es la espora, por lo general son herbaceas de tamafio medioy se
recolectan completas incluyendo raiz, tallo, hojas y estructuras reproductivas
(esporangios, soros y sinangios). Se prensan con una prensa botanica, carton
corrugado y papel periddico. En forma similar a las briofitas, en la libreta de campo se
anotan los datos de recolecta y se indica si el espécimen es epifito, terrestre
(epipétrico que crece sobre roca) o acuatico. También se recomienda anotar el color
del: rizoma, estipite, raquis, soros o sinangios (Arreguin-Sanchez et al., 2004,
Sanchez-Gonzalez y Gonzélez, 2007).

Algunos ejemplares recolectados o porciones de éstos pueden fijarse en FAA,
alcohol al 70% o formol diluido para evitar la descomposicién de los tejidos, estas
muestras posteriormente pueden ser utilizadas en estudios anatomicos. Otras se
pueden colocar en silica gel o en nitrégeno liquido para estudios moleculares. No es
conveniente recolectar plantas si la especie esta declinando en nimero o se encuentra
en alguna categoria de riesgo, amenazadas o en peligro de extincion, en su lugar se
toman fotografias (Bowles, 2004).

La herborizacion es un proceso fundamental en la conformacién de colecciones
biolégicas, por eso el alumno debe aprender a recolectar adecuadamente los diversos
grupos de plantas y registrar los datos de los especimenes y del medio en donde
viven, ademas podra auxiliarse de diccionarios especializados como los de Fon Quer (1982)
y Moreno (1984), para un mejor entendimiento de la morfologia de los grupos que se desea
recolectar. Las colecciones biolégicas suponen un registro permanente de la

biodiversidad y son el fundamento de investigaciones floristicas, sistematicas,
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biogeogréficas, etnobotanicas e incluso moleculares.

Por ultimo, como parte complementaria a esta informacion, previo al desarrollo
de la practica, el alumno debera responder y entregar el siguiente cuestionario:
1.- ¢Cual es el tamafio estdndar de una hoja de herbario y por qué es
recomendable usar papel periddico para el prensado de ejemplares?
2.- ¢, Qué tipo de informacion cientifica se obtiene a partir de la revision de ejemplares
de herbario?
3.- ¢ Qué es una coleccion cientifica y cuél es su importancia?4.- ¢ Cudl es la funcion
del fijador FAA?

5.- ¢ Por qué es importante recolectar helechos con hojas fértiles y estériles?

MATERIAL Y REACTIVOS
Material biolégico
Plantas sin semilla (briofitas, licofitas y helechos) recolectadas en el campo

Materiales diversos
Agujas de diseccion

Cajas Petri

Cartén corrugado

Etiquetas de papel albanene de 5x5 cm

Frascos de vidrio de 500 mL, con boca ancha y tapa de plastico
Hojas de periodico

Lupa de joyero 10X Navaja, espatula o cuchilloBolsas de papel de 1 kg
Marcadores indelebles, boligrafo y lapizLibreta de campo
Pinzas de diseccién de 15 cmPrensa botanica (45x37 cm)
Piolas de algoddn de 2 m (2)

Tijeras de podar a una mano con doble filo

Reactivos

Etano (alcohol etilico) 96% (C2H50H) 100 mL
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Acido acético glacial (CH3COOH) 5 mL
Agua destilada.

Glicerina (C3H803) 30 mL,

Formol (CH20) 10 mL

EQUIPO

Estufa de secado

Microscopio compuesto

Microscopio compuesto con cadmara digital
Microscopio estereoscopico

Microscopio estereoscopico con camara digital
Pantalla con conexién HMDI

Sistema de Posicionamiento Global (GPS)

SERVICIOS
Agua

Energia eléctrica
Drenaje

Internet

Vacio

PROCEDIMIENTO

Preparacién de reactivos

Fijador FAA. Mezclar 10 mL de formol, 50 mL de etanol 96%, 5 mL de acido acético
glacial y 35 mL agua.

Fijador GAA. Para 100 mL, mezclar 30 mL de glicerina, 25 mL de agua y 45 mL de

etanol 96%.
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Recolecta de muestras. En la zona de estudio elegida se recolectaran especimenes
de briofitas retirandolos con ayuda de una espatula, cuchillo o navaja un fragmento
del gametofito de aproximadamente 10 cm2 que incluya el esporofito y se colocaran
en bolsas de papel estraza. Para licofitas y helechos el procedimiento consiste en
colocar la planta o una rama que contenga estructuras reproductivas, dentro de una
hoja de periédico, anotar su nimero con marcador de tinta indeleble, colocar en medio
de dos cartones corrugados y finalmente dentro de la prensa que debe tener un
tamafio de 45x37 cm. En todos los especimenes se registraran en la libreta de campo
los datos que deben acompafiar a toda recolecta, entre éstos: fecha, localidad, tipo
de vegetacion, géneros asociados y las coordenadas se registraran con un GPS. Parte
del material biolégico recolectado se herborizara en lo posible por triplicado, otra parte
se fijard en FAA para estudios anatomicos y a las 24 h se cambiara a fijador GAA. Es
importante que todo el material recolectado sea numerado junto con los datos de
recolecta correspondientes.

En el laboratorio se observara el material recolectado para reconocer las
estructuras morfolégicas de cada grupo y en un cuadro comparativo se estableceran
sus diferencias. Con el uso de claves dicotomicas (Anexo 3) determinar el material
hasta el nivel taxondmico indicado por el profesor. Finalmente, enviar los ejemplares

procesados al herbario para su incorporacion a la coleccion.

RESULTADOS

Presentar la libreta de campo con las anotaciones de los ejemplares recolectados.
Entregar el material recolectado en el campo prensado y etiquetado, para ser
incorporado al herbario.

El alumno entregara el informe elaborado con base en el método experimental.

REFERENCIAS
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PRACTICA 11

MORFOLOGIA Y ANATOMIA DE ARQUEGONIADAS NO VASCULARES

OBJETIVOS
Reconocer y describir las caracteristicas macroscépicas y microscépicas de
Marchantiidae, Anthocerothidae y Brydae.

Establecer las diferencias morfoldgicas y anatdmicas de las briofitas.

Determinar taxondmicamente en el nivel genérico los ejemplares de briofitas

recolectados por los alumnos o bien proporcionados por el profesor.

FUNDAMENTO TEORICO

Las briofitas son plantas que carecen de un tejido vascular. En la actualidad estan
divididas en tres |: Marchantiidae, Anthocerotidae y Bryidae.Son organismos muy
diversos con aproximadamente 20 000 especies en el mundo, incluye linajes
distintos, que comparten algunas caracteristicas morfolégicas, ecoldgicas Yy
evolutivas y que popularmente se conocen como musgos, antocerotes y hepaticas
(Anexo 3, Figs. 1-3). Estas plantas se desarrollan preferentemente en ambientes
hiamedos como bosques mixtos, mesofilos de montafia, bosques tropicales
perennifolios,tundra artica e incluso en zonas aridas y semiaridas (Cox et al., 2010;
Von Konrat, 2010).

Las briofitas son plantas de divergencia temprana cuyo origen ocurrié hace mas de
400 millones de afos (Bennici, 2008). Los tres linajes juegan un papel importante en
el ciclo del carbono (captura) (O’Neill, 2000), e intercambio (De Lucia et al., 2003),
sucesion vegetal (Cremer y Mount, 1965),produccion de biomasa (Frahm, 1990),
recirculacion de nutrimentos (Coxson et al., 1992) y retencién de agua (Gradstein et

al., 2001), entre otros. Ademas, las diferentes comunidades de briofitas ofrecen
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microhabitats considerados criticos para la supervivenciade un gran namero de
microorganismos, como bacterias, algas, eucariotas unicelulares, protozoarios y
numerosos grupos de invertebrados (Gerson, 1982). Las briofitas también han sido
utilizadas como indicadores medioambientales (Giordano et al., 2004),para explicar e
inferir el cambio climéatico y el calentamiento global (Gignac, 2001).

Como parte complementaria a esta informacion previo al desarrollo de la
practica, el alumno respondera y entregara el siguiente cuestionario:
1.- ¢Como se clasifican las briofitas de acuerdo con propuestas recientes?
Expliquelas.
2.- ¢Cuales son las diferencias morfolégicas de los gametofitos presentes en las
plantas no vasculares? Esquematice.
3.- ¢Cudles son las diferencias morfolégicas de los esporofitos presentes en las
plantas no vasculares? Esquematice.
4.- ¢En qué se diferencian anatomicamente los gametofitos de las briofitas?
Esquematice.
5.- ¢ Qué importancia bioldgica, ecoldgica y econdmica tienen los distintos gruposde

plantas no vasculares?

MATERIAL Y REACTIVOS

Material biolégico

Muestras biologicas de briofitas con gametofitos y esporofitos recolectadas vy fijadas
en el campo o proporcionadas por el profesor

Materiales diversos

Agujas de diseccion

Cajas de Petri

Claves taxonomicas para briofitas (Anexo 3)

Cubreobjetos

Navaja de un solo filo
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Pinzas de diseccion

Portaobjetos

EQUIPO
Microscopio compuesto con camara digital
Microscopio estereoscopico con camara digital

Pantalla con conexién HMDI

SERVICIOS
Agua

Drenaje

Energia eléctrica
Internet

Vacio

PROCEDIMIENTO

Con la ayuda de un microscopio compuesto y uno estereoscopico observe el material
biolégico procesado en el campo (deshidratado y preservado en GAA). Coloque en
una caja de Petri un antocerote, una hepatica y un musgo, observe e ilustre sus
caracteristicas morfologicas. Enseguida, determinar taxonoOmicamente los diferentes
taxones con el apoyo de las claves taxonomicas del Anexo 3 y mediante el uso de
literatura especializada como los glosarios botanicos impresos o en linea (Glime y
Chavoutier, 2017).

RESULTADOS
llustre un antocerote, una hepatica y un musgo. De éstos distinga el gametofito, el

esporofito y todas sus estructuras morfolégicas.
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Elabore un cuadro comparativo de los caracteres morfolégicos observados en
cada grupo e indique las diferencias.

Entregara el informe elaborado con base en el método experimental.

REFERENCIAS
Bennici, A. (2008). Origin and early evolution of land plants. Communicative &
Integrative Biology, 1(2), 212-218. https://doi.org/10.4161/cib.1.2.6987

Cox, C., Goffinet, B N., Wickett. S., Boles A., y Shaw, J. (2010). Moss diversity: a

molecular phylogenetic analysis of genera. Phytotaxa, 9, 175-195.

Coxson, D. (1992). Nutrient release from epiphytic bryophytes in tropical montane rain
forest. Canadian Journal of Botany, 69, 2122-2129.

Cremer, K., y Mount. A. (1965). Early stages of plant succession following the complete
felling and burning of Eucalyptus regnans forest in the Florentine Valley, Tasmania.
Australian Journal of Botany, 13, 303-322.

De Lucia, E., Turnbull, M., Walcroft, A., Griffen, K., Tissue, D., Glenny, D., McSeventy
T., y Whitehead, D. (2003). The contribution of bryophytes to the carbon exchange for
a temperate rainforest. Global Change Biology, 9(8), 1158-1170.
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PRACTICA 12

MORFOLOGIA Y ANATOMIA DE ARQUEGONIADAS VASCULARES

OBJETIVOS
Identificar las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Lycopodiidae,

Equisetidae, Marattiidae, Ophioglossidae, Polypodiidae y Psilotidae.

Determinar taxondmicamente las licofitas y helechos con base en sus

caracteristicas morfologicas.

FUNDAMENTO TEORICO

En el mundo se estiman cerca de 11916 especies de helechos vy licofitas
(Pteridophyte Phylogeny Group, (PPG I, 2016) y México contribuye con un poco mas
1 000 especies que lo coloca como uno de los paises mas diversos en pteridoflora
(Gifford y Foster, 1989; Mickel y Smith, 2004; Mendoza-Ruiz y Pérez- Garcia, 2009).
La mas reciente clasificacion ubica a los helechos y plantas afines en dos grupos
licofitas y helechos. El primero con 1 338 especies en la clase Lycopodiopsida y tres
ordenes Lycopodiales, Isoétales y Selaginellales En el segundo hay
aproximadamente 10 578 especies en la clase Polypodiopsida y cuatro subclases
Equisetidae, Ophioglossidae, Marattiidae y Polypodiidae (Smith et al., 2006; PPG I,
2016).

Las licofitas son actualmente plantas herbaceas, homospdricas (esporas
masculinas y femeninas sin diferenciacién morfolégica) o heterospdricas (esporas
masculinas y femeninas diferenciadas morfolégicamente), con habito terrestre, epifito,
epipétrico o acuatico y habitan desde los tropicos hasta zonas xerofiticas o desérticas.
Estas plantas presentan hoja micréfilas con disposicion helicoidal, esporangios
laterales en la axila o sobre esporofilas y raices adventicias (Anexo 3, Figs. 2-3).

Anteriormente se han clasificado con base en la presencia o ausencia de ligula que
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es un apéndice enforma de lengua presente en el haz de las hojas, se propusieron
dos grupos:Aglossopsida o Aliguladas, con ausencia de ligula y Glossopsida o
Ligulata, con presencia de ligula (Valencia, 2014).

Los helechos son plantas vasculares que presentan tejidos de conduccién en
tallos y raices organizados en protosteles y sifonosteles; la raiz, la hoja y el tallo las
ubica como cormofitas (Valencia, 2014). Estas plantas tienen una fase esporofitica
dominante y una gametofitica reducida, ambas libres e independientes. Los helechos
es el grupo mas diverso del reino de las plantas cuyo medio de dispersion es la
espora (Anexo 3, Figs. 2-3). Son plantas cosmopolitas que se distribuyen desde el
nivel del mar hasta los 3500 m; ocupan diversos habitats donde alcanzan su mayor
diversidad en bosques mésicos y tropicales pero disminuye en zonas secas, Sin
embargo se ve favorecido el endemismo especifico (Mehltreter et al., 2010; Valencia,
2014). Pueden ser acuéticos,lignicolas o humicolas, terrestres o epifitos, con héabito
herbaceo, sufrutescente, trepador o arborescente.

En general, los helechos presentan un tallo horizontal modificado llamado
rizoma; tienen hojas megafilas conocidas como frondas, que pueden ser simples o
compuestas, de tipo monomoérfica o dimorfica; con respecto a su estructura
reproductiva presentan esporangios de dos tipos eusporangios y leptosporangios, la
mayoria son leptoesporangiados con un mecanismo de dehiscencia especializado
(anillo); casi todos los helechos son homosporicos y muy pocos heterosporicos, las
esporas se clasifican con base en la presencia o ausencia de una cicatriz llamada
lesura, aletes cuando no tienen cicatriz, monoletes cuando tienen una vy triletes

cuando tienen tres.

Como parte complementaria a esta informacion, previo al desarrollo de la
practica, el alumno investigara lo siguiente:
1.- ¢Qué caracteres morfolégicos son diagnosticos para Psilotum, Lycopodium,
Equisetum y Polypodium?
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2.- ¢Cuéles son las diferencias morfologicas entre helechos eusporangiados y
leptoesporangiados?

3.- Esquematice las relaciones filogenéticas entre las licofitas y los helechos.

4.- ¢ Cudles son las diferencias entre hojas microéfilas y hojas megafilas? Esquematice.
5.- ¢Cuadl es la importancia bioldgica, ecolégica y econémica de las licofitas y los

helechos?

MATERIAL Y REACTIVOS

Material biolégico

Muestras bioldgicas herborizadas o fijadas en el campo, de helechos y licofitas con
estructuras reproductivas

Materiales diversos

Agujas de disecciéon Cajas de Petri

Claves taxondmicas para helechos y licofitas (Anexo 3)

Cubreobjetos

Navaja de doble filo

Pinzas de diseccion

Portaobjetos

EQUIPO
Microscopio compuesto con camara digital
Microscopio estereoscopico con camara digital

Pantalla con conexiéon HMDI

SERVICIOS
Agua
Drenaje

Energia eléctrica
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Internet

Vacio

PROCEDIMIENTO

Con la ayuda de un microscopio 6ptico o estereoscopico, observe y diseccione el
material biolégico procesado (deshidratado y fijado). Analice las caracteristicas
morfoldgicas y anatémicas de las licofitas y los helechos (Anexo 3, Figs. 4-5). Utilice
claves taxonomicas especializadas para su determinacién taxondmica (Anexo 3,
claves taxonOmicas), y se recomienda que consulte un glosario especializado

impreso o en linea:

http://biologia.fciencias.unam.mx/plantasvasculares/GlosarioPlantas/Pteridofitas/ind

ex.html.

RESULTADOS

Elaborar dibujos de los taxones observados en el laboratorio y coloque el nombre de
todas sus estructuras morfologicas y anatomicas.

Construir un cuadro comparativo en donde indique los caracteres diagnosticos para
cada grupo.

El alumno entregara un informe elaborado con base en el método experimental.
REFERENCIAS

Arreguin, M., Fernandez, N., y Quiroz, G. (2004). Pteridoflora del Valle de México.
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New York, USA: W. H. Freeman and Co.
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PRACTICA 13

MORFOLOGIA Y ANATOMIA DE ORGANOS VEGETATIVOS DE
ANGIOSPERMAS

OBJETIVOS

Observar y describir las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de raiz, tallo
y hoja.

FUNDAMENTO TEORICO

La organografia vegetal estudia la disposicion de los tejidos y los 6rganos de las
plantas (raiz, tallo, hoja, flor, fruto y semilla). El cuerpo vegetativo de una planta
vascular consta de tres partes basicas, la raiz, el tallo y la hoja (Mauseth, 2014).

La raiz tiene entre sus funciones principales el anclaje de la planta a un
sustrato, la absorcion de agua y minerales y la produccién de hormonas (citocininas y
giberelinas). En muchos casos la raiz tiene funciones adicionales como el
almacenamiento de nutrientes, fotosintesis, defensa. En cuanto a su estructura
externa la raiz puede ser pivotante o fibrosa en el primer caso hay una raiz principal
gue se origina de la radicula y es mas gruesa que las raices laterales; en el segundo
caso no se distingue una raiz principal, todas las raices tienen practicamente el mismo
grosor y tamafio, se conocen como raices adventicias y su origen puede ser de tejidos
de tallo, hoja u otro que no sea de la radicula (Mauseth, 2014). En el extremo de la
raiz se encuentra el meristemo apical de raiz protegido por una estructura llamada
caliptra o cofia. En seccion transversal, las raices generalmente son circulares, la
capa celular externa es la epidermis con abundantes pelos radicales, en seguida se
encuentra el cortex constituido principalmente de tejido parenquimatico la capa mas
interna de éste tejido es la endodermis, caracteristico por la presencia de la banda
de Caspari; en el centro de la raiz se encuentra el sistema vascular, su principal funcion

es transportar el agua y minerales la parte aérea de la planta, esta delimitado por el
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periciclo, un meristemo interno que da origen a las raices secundarias, terciarias, etc.
Puede haber o no una médula constituida de tejido parenquimatico.

El tallo se distingue por presentar nudos y entrenudos, en los nudos puede
haber hojas, ramas o0 yemas y los entrenudos es la zona que se encuentra entre un
nudo y otro. Las hojas tienen una disposicion ordenada (opuesta, alterna, verticilada).
y predecible en el tallo, denominada filotaxia. En el 4pice del tallo se encuentra el
meristemo apical de tallo que confiere el crecimiento primario de la planta (Mauseth,
2014). La principal funcion del tallo es dirigir las hojas hacia la luz, soportar el peso de
las hojas, contrarrestar la fuerza del viento y conducir el agua, los minerales y
productos del metabolismo celular entre las raices y las hojas. Hay una gran
diversidad de tallos dependiendo de sus adaptaciones al ambiente; por ejemplo, el
estolon, rizoma, tubérculo, bulbo. En seccion transversal, en un tallo herbaceo
podemos encontrar la epidermis que, a diferencia de la raiz, tiene una mayor
diversidad de tricomas y emergencias; después encontramos el cértex y en el centro,
el sistema vascular, al igual que en la raiz puede haber o no una médula.

Las hojas son los principales érganos fotosintéticos de la planta, regulan el
intercambio de gases, como el O2, CO2 y vapor de agua; se originan del meristemo
apical de tallo a partir de unas protuberancias llamadas primordios foliares. Son muy
variadas en forma y en estructura interna. En magnolides y eudicotiledoneas la hoja
comunmente consiste de una porcion extendida (la lamina) y una porcion en forma de
tallo (el peciolo); muchas hojas carecen de peciolo y se dice que son sésiles. En
muchas monocotileddneas y ciertas eudicotiledoneas, la base de la hoja se expande
formando una vaina que rodea al tallo. Las hojas de las magnolides y eudicotiledoneas
son simples o compuestas. En hojas simples la lamina no se divide en foliolos, aunque
puede estar profundamente lobada; la lamina de hojas compuestas se divide en
foliolos y usualmente cada uno tiene su propio peciolo (Raven et al., 1999). La

estructura interna de las hojas es variable, principalmente en funciéon a las rutas
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metabolicas fotosintéticas, en términos generales en seccion transversal podemos

encontrar la epidermis donde puede haber una gran diversidad de tricomas, después

encontramos el mesofilo y entre éste los haces vasculares (Anexo 3, Figs. 2-3).
Como parte complementaria a esta informacion, previo al desarrollode la

practica, el alumno debera investigar lo siguiente:

1.- Documente la morfologia externa de la raiz el tallo y la hoja, distinga entre

monocotiledéneas y eudicotiledoneas.

2.- Mencione los criterios para distinguir una hoja simple y una compuesta.

3.- Documente la morfologia interna de la raiz, el tallo y la hoja; distinga entre

monocotiledéneas y eudicotiledoneas.

4.- ¢Cual es la principal funcién de los siguientes tejidos: endodermis, periciclo,

felégeno, cambium vascular y procambium?

5.- Describa e ilustre al menos cinco ejemplos de raiz, tallo y hojas modificadas.

MATERIAL Y REACTIVOS
Material bioldgico

Material de raiz, tallo y hoja que sea de interés para el alumno
Materiales diversos

Agujas de diseccién

Caja de Petri

Cubreobjetos

Gasa

Navaja de doble filo

Pinzas de punta fina
Portaobjetos

Reactivos

Agua destilada 30 ml. (H20dd)
Cristales de fenol 0.7g9.(CeHsOH)
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Etanol (alcohol etilico) al 96% y 70% (C2HsOH)
Gelatina sin sabor 5g.

Glicerina 35 ml. (C3HsO3)

Hipoclorito de sodio (comercial) al 50% (NaClO)
Safranina (C20H19CINa4)

EQUIPO
Microscopio compuesto
Microscopio estereoscopico

SERVICIOS
Agua

Drenaje

Energia eléctrica
Internet

Vacio

PROCEDIMIENTO

Preparacién de reactivos

Gelatina glicerinada. Disolver 5 g. de gelatina en 35 ml. de agua destilada a 35°C,
posteriormente agregar 35 ml. de glicerinay 10.7 g. de cristales de fenol. Filtrar a través
de un algoddén en un embudo. Al utilizar la gelatina, debera ser calentada en bafio
Maria antes de realizar el montaje (Gavifio, 1999).

Safranina al 1% en etanol (alcohol etilico) al 96°, diluir la cantidad preparada cuatro

veces en agua destilada

Corte a mano libre: tomar un trozo de tallo, raiz y hoja de una longitud aproximada

de 2 cm. Sostener con una mano y con la otra deslizar perpendicularmente una
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navaja de doble filo nueva, cortando como si todo fuera una unidad. Es conveniente
mantener hiumeda la superficie a cortar. Recoger los cortes en una caja de Petri con
agua destilada.Seleccionar los cortes mas delgados bajo lupa y colocarlos en un
portaobjetos para su tincion.

Tincion directa con safranina: clarificar los cortes con hipoclorito de sodio (cloro) al
50% hasta que se observen blancos o casi transparentes (segun el material). Lavar
varias veces con agua destilada (5 a 6 veces). Pasar por alcohol etilico al 70%. Tefir
con safranina diluida al 1% durante 2-5 minutos. Lavar con agua destilada hasta verse
rosas palidos. Montar en un portaobjetos los cortes con una gota de gelatina glicerinada,
con apoyo de una aguja de diseccién o una pinza de punta fina. Retirar con cuidado
el sobrante de la gelatina.

Como ayuda para que usted conozca que observa en sus preparaciones histolégicas,

se le sugiere revisar Quentin (2009) y Schweingruber y Borner (2018).

RESULTADOS

Entregar dibujos y esquemas rotulados de cada 6rgano observado con su respectivo
aumento.

Elaborar un cuadro comparativo entre las diferentes estructuras, sefialando las
principales diferencias entre tallos, raices y hojas.

Entregar un informe elaborado con base en el método experimental.

REFERENCIAS

Curtis, P. (1986). Microtecnia vegetal. D.F., México; Editorial Trillas.

Gavifio, G., Juarez C., y Figueroa, T. (1999). Técnicas biologicas selectas de

laboratorio y campo (2a ed.). D. F., México: Editorial Limusa.

Johansen, D. (1940). Plant Microtechnique. New York, USA: McGraw-Hill, Book

Company.
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MARCO TEORICO

En el Laboratorio de Investigacion Formativa Il (LIF 1lI), se realizan practicas de las
unidades de Biologia Molecular de la Célula, Embriologia Animal y Plantas sin semilla,
asi como un Proyecto de investigacion, con el objetivo de que el alumno construya su
propio proceso de aprendizaje a través del desarrollo de un trabajo de investigacion
donde realice actividades como busqueda de informacion, disefio del trabajo
experimental, analisis de resultados y finalmente la exposicion de sus resultados.
Todo con la finalidad de integrar y relacionar los conocimientos de al menos dos de
las unidades teméticas que conforman este laboratorio.

En LIF Il se realiza una salida al campo, con la finalidad de que los alumnos
conozcan diferentes técnicas de recolecta y herborizacion de briofitas, helechos y
planta afines, aprendan a registrar los datos de los especimenes y del medio en donde
viven. Cabe mencionar que el material recolectado sera utilizado para realizar las
practicas 10, 11, 12 y 13 del laboratorio, asi como para realizar sus proyectos de
investigacion.

Las células, son las unidades fundamentales de la vida y la biologia celular es
el medio al que debemaos recurrir para encontrar la respuesta a la pregunta de que es
la vida y como funciona. Pese a la extraordinaria diversidad de plantas y animales, el
hombre ha reconocido desde tiempos inmemoriales que estos organismos tienen algo
en comun, algo que les da derecho a ser considerados organismos vivos, teniendo
propiedades basicas similares (Alberts et al., 2013).

Las plantas sin semillas se conforman por las briofitas, helechos y plantas
afines, que requieren de abundante humedad para su reproduccion por lo que se
distribuyen en ambientes donde la humedad del suelo y el aire es alta en todas las
estaciones del afio, de alli que los ecosistemas de clima hiumedo templados o calidos
sean los que presentan mayor diversidad y abundancia de este tipo de organismos.

Por lo que uno de los ambientes naturales mas comunes para su recolecta son los
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bosques mesdfilos de montafia (Cox et al., 2014; Von Konrat, 2010; Mehltreter et al.,
2010; Avalos, 2014).

En México, los bosques mesofilos de montafia abarcan menos del 1% del
territorio nacional y son ambientes con una gran riqueza biologica (Rzedowski, 1991,
Palacio-Prieto et al., 2000). Aproximadamente 6,790 especies de plantas vasculares
de las cuales poco mas del 34% son endémicas (Villasefior, 2010). Son ambientes
fragmentados protegidos de la radiacion solar y de fuertes vientos en cafadas
(Rzedowski, 1978). En estos habitats existen caracteristicas locales y regionales que
son responsables de variaciones floristicas, fisonomicas y estructurales
principalmente, lo que provoca que sea dificil generalizar dichos ambientes
(Rzedowski, 1991; Ruiz-Jiménez et al., 2000).

Se distribuyen en pequefas regiones en 20 estados de la Republica, en
altitudes de 600-3,100 msnm, en las partes altas de la Sierra Madre Oriental, Sierra
Norte de Chiapas y Sierra Madre del Sur. En la regidn central de México hay regiones
mas pequefias situadas en el Estado de México, Puebla e Hidalgo (Rzedowski, 1978).

En un trabajo mas detallado la CONABIO, (2010) propuso 13 regiones del pais
para el manejo y conservacion de los bosques meséfilos de montafia. Estas regiones
se distribuyen siguiendo las principales cadenas montafiosas y abarcan desde el
paralelo 25° N en el estado de Nuevo Leo6n hasta los 16° N en el estado de Chiapas
(Fig. 1).

Los servicios ambientales de los bosques mesdéfilos son proveer de productos
forestales, alimentos, lefia, maderas, fibras naturales y remedios tradicionales. Las
plantas contindan siendo una fuente importante de compuestos activos. Los
procedimientos empleados para la extraccion de dichos componentes varian en

funcidn de la naturaleza quimica y cantidad de sustancia presentes en los vegetales.
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Figura 1. Principales regiones y subregiones de distribucion
del bosque mesofile de-meptana en México.
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CONABIO. 2010. El Bosque Meséfilo de Montafia en México: Amenazas y Oportunidades para su Conservacién y Manejo Sostenible. Comisién Nacional para el

Conocimiento y Uso de la Biodiversidad. p.20. México D.F., México.

Figura 1. Muestra las regiones prioritarias para la conservacion de los bosques meséfilos de montafia
propuestas por la CONABIO (2010) I. Sierra Madre Oriental Plegada, Il. Serranias de Nayarit, Ill.
Huasteca Alta Hidalguense, IV. Sierra Madre del Sur y Franja Neovolcéanica de Jalisco, V. Centro de
Veracruz, VI. Cuenca Alta del Balsas, VII. Los Tuxtlas, VIII. Sierra Sur de Michoacan, 1X. Sierra Norte
de Oaxaca, X.Cordillera Costera del Sur, XI. Sierra del Sur de Chiapas, XII. Montafias del Norte y Altos

de Chiapas, XIll. Cafiada de Ocosingo.

En varias regiones de México, como en la Sierra Norte de Puebla (SNP) se han hecho
estudios ecoldgicos y etnobotanicos. La diversidad que se encuentra en estos
ecosistemas, junto con el conocimiento tradicional para el aprovechamiento de las
plantas y la disposicion que se observa en los productores de la SNP los hace sitios
con potencial para contribuir al ingreso econémico. Las plantas Utiles registradas en
la SNP se han agrupado en 13 categorias antropocéntricas, con la categoria mayor

de numero de especies de plantas medicinales (Martinez et al., 2007).

Muchas mujeres embarazadas toman diferentes plantas medicinales, en
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general por automedicacién. Hay pocas plantas de uso habitual que en si sean
teratogénicas, pero pueden interferir con determinados medicamentos. Asi, diferentes
plantas pueden incrementar los niveles plasmaticos de algunos medicamentos y
situarlos en concentraciones no esperadas. En estas concentraciones actian como
teratdbgenos. Es decir, pueden interferir en el desarrollo fetal (McLay et al., 2017).

Por otra parte, diversos estudios indican que el tamafio de los testiculos, la
produccion de espermay el porcentaje de espermatozoides con morfologia y motilidad
normal son importantes indicadores de fertilidad. La capacidad reproductiva puede
alterarse por factores ambientales y nutricionales. En ratones, la exposicion a
ambientes hipdxicos, ciertos trastornos como la anorexia nerviosa, el consumo crénico
de alcohol, la administracion de agroquimicos, ocasionaron la destruccion del epitelio
germinal, modificaron la estructura tubular, alteraron el transporte de los
espermatozoides y la maduracion de los gametos, entre otros (Bernardi et al., 2010).

Si bien la OMS considera que las plantas medicinales juegan un rol importante
en la salud publica, tanto en la medicina tradicional como cientifica y han
recomendado su uso, algunos autores han dado a conocer que un numero
considerable de plantas provenientes de la India en estado experimental, han probado
su actividad anti-fertilidad (Ankush et al., 2011).

Las plantas al igual que los animales estan conformadas por diversas
biomoléculas. Estan formadas por sustancias quimicas compuestas principalmente
por carbono, hidrogeno, oxigeno, nitrogeno, sulfuro y fosforo. Son el fundamento de
la vida y cumplen funciones imprescindibles para los organismos vivos. Los
polisacaridos, los lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos, son las biomoléculas
gue intervienen en el funcionamiento del organismo vivo (Alberts et al., 2004).

La vida se caracteriza por una diversidad de moléculas que interactian de
manera sorprendentemente complicadas. Las interacciones moleculares estan

gobernadas por las estructuras de las moléculas y las propiedades quimicas que se
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desprenden de esas estructuras. La vida es un estado dinamico; puesto que las
moléculas de las células interactian unas con otras, sus estructuras y propiedades
guimicas cambian. En conjunto estos cambios orquestados con precision dan a las
células la capacidad de adquirir y aprovechar nutrimentos, eliminar desechos,
moverse, crecer y reproducirse (Audersik et al., 2011).

En un organismo pluricelular, las células deben interpretar las numerosas
sefiales que reciben del medio y de otras células para coordinar su comportamiento.
Durante el desarrollo animal, por ejemplo, las células del embrién intercambian
sefiales que determinan que papel especializado desempefara cada una, que
posicion ocupara en el animal y si sobrevivira, dividird o morira. En etapas ulteriores
de la vida gran variedad de sefiales coordinan el crecimiento del animal, y su fisiologia
y comportamiento cotidiano. También en las plantas, las células se comunican
constantemente entre si. Estas interacciones intercelulares permiten que una planta
responda a las condiciones de luz, oscuridad, temperatura que guian los ciclos del
crecimiento, floracion y produccién de frutos, y que coordine lo que sucede en sus
raices, tallos y hojas (Alberts et al., 2013).

Las moléculas posicionadas en el huevo y producidas por las células cercanas
controlan la expresion genética durante el desarrollo embrionario. La diferenciacién y
el crecimiento son rapidos durante los primeros dias, sin embargo, puede estar
condicionado al uso de sustancias nocivas para el embridon. La organogeénesis, el
desarrollo de las estructuras adultas a partir de las tres capas blastodérmicas, pasa
por dos procesos. En el primero se activa y desactiva una serie de genes, cada uno
de los cuales controla la transcripcién y la traslacion de muchos genes que participan
en la produccién y formacion del embrion. Todo esto se puede ver interrumpido por
algunas biomoléculas de plantas a las que cotidianamente se exponen los animales,
ya que la comunicacién quimica entre las células regula la mayor parte del desarrollo

embrionario (Audersik et al., 2012).
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Todas estas biomoléculas, pueden ser detectadas por medio de técnicas de
biologia molecular. Por ejemplo, el método de Bradford se utiliza para determinar la
presencia de proteinas, siendo una técnica sencilla, rapida, barata y eficiente para
desarrollarse en el laboratorio. El empleo de la electroforesis en geles de agarosa se
utiliza para separar fragmentos de ADN en funcién de su tamafo, visualizarlos
mediante una sencilla tincion, y de esta forma determinar el contenido de acidos
nucleicos de una muestra, teniendo una estimacion de su concentracion y grado de
entereza. Ademas, se pueden extraer los fragmentos de ADN que sean de interés,
para posteriormente utilizarlos en diferentes aplicaciones (Mulia & Anzaldo, 2008).

Las plantas sin semilla son uno de los modelos biol6gicos de donde se pueden

obtener y cuantificar todas y cada una de estas biomoléculas.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de la importancia ya documentada de los Bosques Mesdbfilos, la explosion
demografica, la tala clandestina, el cultivo del café, la ganaderia y la agricultura de
temporal, muchas veces semindmada, han causado en los ultimos lustros la
disminucién drastica de su extensién, muestra de ello, en 20 afios el area ocupada
por esta formacion forestal se redujo a menos de una décima parte (8.3%) a una tasa
promedio de 78 687 ha por afio (Ortega y Castillo, 1996). Ante ello, resulta
conveniente realizar, programas de aprovechamiento de diversa indole, para intentar
revertir este deterioro.

Una alternativa viable y que se ha demostrado su utilidad en otros ambientes,
es el manejo tradicional de los recursos por parte de los habitantes locales. Si bien,
esto no es nuevo, en la mayoria de los casos, la utilizacion de estos recursos se realiza

de manera artesanal, sin que se verifique la utilidad de los recursos explotados.

Muestra de ello, es el incremento en la demanda de los mercados,

particularmente por plantas y productos derivados de estas aumenta
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simultdneamente el riesgo de tratamientos inadecuados ante cualquier trastorno. Ya
gue, a pesar de su uso recurrente, en algunos casos, los usos terapéuticos de estas
plantas no cuentan con investigaciones fotoquimicas y farmacoldgicas, por los que
sus posibles efectos, tanto positivos como negativos dificilmente llegan a ser
cuantificados (Bravo, 2003).

Una caracteristica comun en muchas de estas plantas es que sonricas en sales
minerales, esteroles, trazas de alcaloides (nicotina), acidos carboxilicos, y acidos
fendlicos (Blumental et al., 1999). Debido a que muchas de estas sustancias inciden
directamente en las primeras etapas de desarrollo embrionario, resulta necesario
evaluar los efectos posibles de la administracién de diferentes tipos de plantas que
puedan causar toxicidad a nivel celular, nivel molecular y durante el desarrollo
embrionario ya sea, en la funcién reproductora o presentar un efecto teratogénico.

Dado lo anterior, en el presente proyecto se propone que los alumnos,
asesorados por profesores del laboratorio, planteen y realicen un proyecto de
investigacion en el cual utilicen las técnicas, herramientas y los conocimientos
adquiridos de al menos dos de las unidades que comprenden el programa analitico
de LIF 111, con base en el método cientifico y cuyos resultados, permitan entender los

posibles efectos del uso de los recursos bioldgicos.

OBJETIVO GENERAL
Determinar la interacciéon y los efectos de extractos de plantas sobre la estructura,
funcion celular y desarrollo embrionario de organismos seleccionados como modelos

biologicos.

OBJETIVOS PARTICULARES
Recolectar plantas sin semilla en un bosque mesofilo de montafia de las regiones i,
V' y VI propuestas por la CONABIO (2010).
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Determinar taxondmicamente las plantas recolectadas.

Determinar el tipo de biomoléculas que se va a utilizar.

Cuantificar por espectrofotometria las proteinas de interés.

Analizar el efecto de los extractos obtenidos de las plantas sin semilla sobre el
funcionamiento de la célula, el desarrollo embrionario o en el aparato reproductor de

un modelo biolégico.

MATERIALES Y METODOS

Trabajo de Campo

Se realizaran salidas al campo en las regiones de bosque mesdéfilo de montafia para
recolectar material biol6gico (plantas sin semilla) (Fig. 2). Durante estas salidas se
herborizaran distintos tipos de ejemplares de briofitas, helechos y plantas afines, con
base en las técnicas empleadas en la practica 10 del manual de LIF Ill. Cada localidad
sera georreferenciada con la ayuda de un geoposicionador global. Ademas, se

realizard una caracterizacion ecoldgica donde se consideré el tipo de vegetacion.
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Figura 2. Distribucion del bosque mesdéfilo de montafia en la region centro de México.

Trabajo de gabinete

Con la ayuda de claves taxondmicas especializadas se determinaran cada uno de los
ejemplares. Se realizara una busqueda bibliografica sobre el contenido de las
propiedades bioldgicas de las plantas recolectadas.

Trabajo de laboratorio

A partir del material biolégico obtenido de las salidas al campo, se realizara la
extraccion de biomoléculas por los métodos establecidos en las practicas del médulo
de biologia molecular de la célula.

Con base en el extracto seleccionado se propondran las técnicas de analisis
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para evaluar posibles efectos sobre la funcion celular como: citotoxicidad,
proliferacion, dafio al ADN, apoptosis, metabolismo, entre otros.

Por medio de técnicas de obtencion de embriones (ej. roedores o pollos) se
evaluaran los efectos de la administracion de los extractos obtenidos. Los embriones
se procesaran en cantidades minimas necesarias para su evaluacién tomando en
cuenta el niumero de tratamientos a evaluar y un grupo control. Para comprobar
posibles diferencias estructurales de los embriones, estos se fijaran siguiendo el
procedimiento de la practica 9.

Adicionalmente se evaluara el efecto de la administracion del extracto
seleccionado sobre la morfologia y caracteristicas macroscopicas y/o microscopicas

del aparato reproductor del organismo seleccionado.

Andlisis exploratorio de datos/ Andlisis estadistico

Cuando asi se considere los resultados obtenidos serdan sometidos a un analisis

exploratorio de datos/ analisis estadistico.
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CRITERIOS DE EVALUACION

Unidad 1. Biologia molecular de la célula 25%
Unidad 2. Embriologia animal 25%
Unidad 3. Plantas sin semilla 25%

Unidad 4. Proyecto de investigacion 25%

En todas y cada una de las unidades se debe cubrir al menos el 80% de asistencia.
En caso de no cumplir este requisito, no se tendra derecho a calificacion aprobatoria.

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

Para la evaluacion de las unidades, las practicas representaran el 60% de la
calificacion y el examen el 40%. Si alguna o algunas de las unidades 1, 2 0 3, no se
aprueban, sera necesario presentarlas en el examen final ordinario A, en caso de no
aprobarlo presentara el ordinario B, si en esta oportunidad, ain quedan una o mas
unidades reprobadas no acreditara el laboratorio y por tanto sera necesario recursar
(si le asiste ese derecho), o bien presentara el examen extraordinario.

En la unidad 4 los alumnos desarrollardn un proyecto de investigacion derivado
del proyecto general de LIF Ill, éste dependera de la disponibilidad de material y
equipo, asi como del tiempo que se otorgue para la ejecucion de éste. Sino se obtiene
una calificacion aprobatoria, no se acreditara el LIF Ill. El examen extraordinario se
disefia con dos componentes, uno que comprende el desarrollo de un proyecto que
incluye al menos dos unidades tematicas y apegado al método cientifico, el cual
debera presentar impreso en fecha y hora asignada para el examen; el otro
componente, comprende los examenes tedricos de cada unidad. La calificacion sera

el promedio aritmético de los mismos.
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REGLAMENTO DEL LABORATORIO

REGLAMENTE INTERNO EN AULA

La finalidad del laboratorio es apoyar el proceso de ensefianza—aprendizaje mediante

la experimentacion sistematica y organizada, por lo que este Reglamento tiene el

objeto de proporcionar un mejor aprovechamiento de los recursos existentes en la

formacion académica y seguridad de todos.

i. Normas y condiciones generales de trabajo

1.
2.

9.

El uso de bata durante las préacticas es obligatorio.

Queda estrictamente prohibido fumar, introducir y/o consumir alimentos y/o
bebidas.

Queda prohibido el uso de audifonos y aparatos electrénicos que distraigan la
atencion.

Muestras o material biolégico que se cologuen en anaqueles, mesas,
refrigeradores y estufas, deberan ser etiquetados correctamente.

Soluciones preparadas, colorantes, reactivos, entre otras, deben ser
etiquetados con todas sus especificaciones (nombre de la sustancia,
concentracion, fecha de preparacion, caducidad, practica o técnica, nombre del
asesor y del alumno que la preparo).

Los reactivos sobrantes de las practicas se entregaran al profesor o se
colocaran en el area destinada para desechos debidamente etiquetados.

El sitio de trabajo debe quedar limpio después de la practica.
8. Antes de salir del laboratorio, asegurarse de que no estén abiertas las

llaves de agua o gas. Asi mismo, revisar que ningun aparato esté en

funcionamiento, a menos que sea necesario.

Se usara la campana de extraccion cuando se manipulen acidos o sustancias

toxicas volatiles.
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10.En caso de que el equipo de laboratorio no funcione, debera reportarse de
inmediato al profesor y al encargado del interlaboratorio para su revision.

11.El equipo de laboratorio se usara hasta estar al tanto de la forma adecuada de
manejo o con la ayuda del asesor, en caso contrario, solicitar ayuda de la
Secretaria Técnica de la Carrera.

12.Cada equipo de trabajo debera contar con el material basico para la realizacion
de las practicas, ya que este no se proporcionara en el interlaboratorio.

13.El material y equipo de campo, debera solicitarse por lo menos con 24 horas
de anticipacion en un horario de 10:00 a 14:00 y de 16:00 a 18:00 h en la
Secretaria Técnica de la Carrera.

14.Al término del semestre se tendra acceso a los laboratorios solamente las dos
semanas siguientes (periodo de ordinario Ay B) al término del mismo, después
de esa fecha el laboratorio se mantendra cerrado hasta el inicio de clases del
siguiente semestre.

15. Al inicio del semestre, se asignaran gavetas a los equipos de alumnos de cada
grupo. Los que se haran responsables de ellas hasta el final del semestre.

16.Cada equipo de trabajo mantendra unicamente la gaveta que le fue asignada y
no podra tomar ninguna otra, aunque esté desocupada.

17.Se deberan desocupar y dejar limpias las gavetas a mas tardar al finalizar las
clases, en caso contrario se abriran y el material que se encuentre pasara a
formar parte de la Carrera.

18.El alumno esta obligado a adquirir un seguro de vida antes de cualquier salida
a campo, en caso contrario no podra realizar la practica o practicas

correspondientes.

19.No se prestara material ni equipo a los alumnos en ausencia del profesor
correspondiente.

20.Se deberéa trabajar unicamente en el horario asignado al grupo. Cuando la



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS l,
LABORATORIOS DE DOCENCIA D

FES

MANUAL DE PRACTICAS DE LABORATORIO DE _i:_zm:fﬂ
INVESTIGACION FORMATIVA III

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina

SGC-FESZ-BIO-MLO3 04/02/2022 05 118/168

practica requiera de mas tiempo, el profesor informaré a la Secretaria Técnica

de la Carrera.

ii. Normas para el préstamo de material

1.

El préstamo sera personal, nadie podra solicitar material con credencial de otra
persona.

El préstamo de material, equipo y reactivos, para los alumnos sera
EXCLUSIVAMENTE CON LA CREDENCIAL DEL CERFyS y con el comodato
debidamente autorizado.

Solicitud que no presente datos completos, no serd atendida (en la seccién de
reactivos, favor de colocar la cantidad real de consumo).

Al recibir material, verificar que se encuentre en buenas condiciones y en caso
contrario, hacer las anotaciones y reclamos correspondientes.

El préstamo de material a los profesores sera por medio de comodato y
credencial. Si los profesores son externos se requiere de autorizacion de la
Secretaria Técnica. En ambos casos se especificara la fecha de entrega y area

de ubicacion.

Material que no proporciona el interlaboratorio

Espatula.
Manguera para mechero y vacio

Estuche de diseccion.
Papel seda para lentes de microscopio.

Varillas de vidrio, diferentes tamafios (agitadores).
Portaobjetos.

Cubreobjetos.

Brocha pequena.

Etiquetas.
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e Botellas de plastico y vidrio.
e Rejilla con tela de asbesto.

e Material bioldgico.

Servicios basicos con los que debe contar el Laboratorio de

InvestigacionFormativa Ill para su buen funcionamiento

e Servicio de agua

e Servicio de vacio

e Servicio de gas

e Servicio de electricidad

e Campanas de extraccion
e Extractores de ventilacién
e Tarjas de lavado

e Extintores

e Regaderas de seguridad
e Gavetas

e Mesas de trabajo

e Ventanas para la ventilacion

e Botiquin de emergencia
e Frascos y bolsas para residuos biologico-infecciosos
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REGLAMENTO DE SALIDAS DE CAMPO

Con fundamento en lo dispuesto en los Lineamientos Generales para la
realizacion de las practicas de campo en la Universidad Nacional
Autdnoma deMéxico, publicados en Gaceta UNAM de fecha 13 de agosto

de 2012, el H. Consejo Técnico de la FES Zaragoza emite el presente:
REGLAMENTO DE LAS PRACTICAS DE CAMPO
QUE SE REALIZAN EN LA FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

APROBADO EN LA SESION ORDINARIA DEL 11 DE SEPTIEMBRE DE 2012,
ACUERDO No. 12/09-S0/4.5

CAPITULO I. DISPOSICIONES GENERALES
Articulo 1°. Definiciones

Se denomina practica de campo a la actividad o conjunto de actividades que se llevan
a cabo fuera de las instalaciones de las entidades o dependencias donde se
encuentran inscritos los alumnos y/o estudiantes, con el propdsito de ampliar los
conocimientos y habilidades adquiridos en el salén de clases. Por su caracter

académico y su relacion con los Planes de Estudio, estas actividades pueden ser:

Practicas de campo obligatorias curriculares, Practicas de campo nho

obligatorias o extracurriculares.

Las practicas obligatorias curriculares se clasifican en:

Préacticas de campo y viajes de practicas. Se desarrollan en instalaciones de la UNAM,
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en el area metropolitana o en el resto del territorio nacional, con una duracién mayor

a 24 horas.

Visitas guiadas y de observacion. Se llevan a cabo en instalaciones de la UNAM, en
el area metropolitana o en el resto del territorio nacional, con una duracién no mayor
a 24 horas, y clases fuera de aulas y ejercicios. Se desarrollan en instalaciones de la
UNAM, en el area metropolitana o area foranea, con una duracion no mayor a 12

horas.

Las practicas de campo no obligatorias o extracurriculares son aquellas salidas que
no estan directamente relacionadas con los requisitos curriculares del Plan y
Programas de Estudio y tienen la finalidad de ampliar el conocimiento y la cultura de

los alumnos o estudiantes, las cuales pueden ser:

Asistencia a concursos y actividades deportivas (competencias); asistencia a

congresos, seminarios, foros académicos, asistencia a actos artisticos y culturales.

Las practicas de campo no obligatorias o extracurriculares pueden realizarse en
instalaciones de la UNAM o fuera de ella, tanto en el area metropolitana como en el
resto del territorio nacional y se deberd justificar la necesidad e importancia

institucional.

Toda vez que no son un requisito para la evaluacion, las practicas deberan estar
circunscritas a un area especifica. No podran autorizarse salidas a balnearios o
playas, salvo causas justificadas que por la naturaleza de la practica se requiera asistir

a este tipo de lugares.

La realizacion de las practicas de campo obligatorias y las no obligatorias, debera ser
autorizada por la instancia académica respectiva, que puede ser el Jefe de la Divisiéon
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o Jefe de la Unidad correspondiente, conforme a los requisitos establecidos para las

mismas.

Articulo 2°. El objetivo del presente Reglamento es normar la realizacién de las
practicas de Campo que se llevan a cabo en la FES Zaragoza. Para disminuir riesgos,

toma en consideracion las siguientes etapas:

Antes de realizar la practica;

Il. Durante el desarrollo de la misma;

Il Al finalizar la practica.

CAPITULO II. ANTES DEL DESARROLLO DE LA PRACTICA DE CAMPO

Articulo 3°. La solicitud de las practicas de campo debe especificar la informacién

siguiente:

Asignatura o area a la que corresponde;
El tema o los temas a analizar;

Objetivos que se persiguen;
justificacion de la practica;
Actividades académicas a realizar; productos y/o resultados a alcanzar;

Beneficios dirigidos a la Institucion o a la comunidad;

N o g M wDdPRE

Itinerario de la practica de campo;
8. Lugar de salida y regreso, que de manera invariable sera en las
instalaciones de la FES Zaragoza.

9. Relacioén preliminar de alumnos o estudiantes participantes.
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10. Nombre del profesor responsable del grupo y de los profesores participantes.
Cuando las salidas se llevan a cabo de forma reiterada durante el ciclo escolar, la
responsabilidad administrativa sera asignada de manera rotativa a lo largo del mismo.
Por cada 20 alumnos debera asistir al menos un profesor. Adicionalmente podra
participar un funcionario de la Facultad con nombramiento vigente.

11.  Numero telefénico de los celulares de cada uno de los profesores.

12. Indicar el tipo de transporte que se requiere.

13. Indicar el presupuesto de gastos que cada alumno o estudiante erogara para

la realizacién de la practica de campo.

Las instancias académicas que requieran realizar actividades de salida de campo en
periodos intersemestrales o interanuales, entregardn a la jefatura de carrera o
departamento correspondiente la solicitud de salidas de campo con un mes de

anticipacion al término del ciclo escolar, para su valoracion y, en su caso, aprobacion.

Articulo 4°. Los alumnos deberan contar con el alta en el seguro facultativo (seguro
de salud para el estudiante) y con el carnet que demuestre su vigencia de derechos,
documentos que deberan portar durante la practica de campo.

Articulo 5°. Los alumnos y estudiantes deberan contratar el seguro de vida colectivo

correspondiente.

Articulo 6°. La instancia académica responsable de la préactica notificara a los
profesores de las asignaturas tedricas las fechas de las salidas, con la finalidad de
gue el estudiante no sea afectado en su situacion académica. En ningin caso se
realizaran practicas en los periodos vacacionales ni en aquellos de los examenes

ordinarios.

Articulo 7°. Con siete dias habiles de anticipacion, los profesores responsables
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entregaran la relacion definitiva de participantes en la practica, con los nimeros de
cuenta de los alumnos o de registro de los estudiantes que participaran, domicilios y
teléfonos celulares y particulares, asi como el itinerario correspondiente. No podra

asistir persona alguna ajena a la practica.

Articulo 8°. Los alumnos o estudiantes asistentes a la practica de campo deberan
firmar la carta compromiso en la cual se responsabilizan de observar y respetar la
Legislacion Universitaria, de guardar el orden y conducirse con respeto entre sus

comparieros y profesores durante la practica.

Articulo 9°. En el caso de alumnos o estudiantes menores de 18 afios de edad,
deberan entregar a la instancia académica correspondiente la autorizacion firmada por
el padre, madre, tutor o quien ejerza la patria potestad. Para tal efecto respecto de
estos ultimos deberd anexarse copia de la identificacion oficial vigente en la cual

aparezca la firma.

Articulo 10°. La instancia académica correspondiente debera verificar que el
transporte cuenta con botiquin, extintor, herramienta, refacciones, protocolo de
respuesta a emergencias y la documentacién del vehiculo. Asi mismo, verificara que

el profesor lleve consigo a la practica teléfono mavil.

Articulo 11°. Los profesores responsables y opcionalmente los alumnos deberan

asistir y acreditar un curso de primeros auxilios.

Articulo 12°. La instancia académica correspondiente proporcionara a los profesores
responsables los niameros telefénicos de emergencia y la localizacion de servicios

meédicos cercanos a la localidad donde se efectuard la practica.

Articulo 13°. La instancia académica correspondiente entregard a la delegacion
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administrativa o a servicios generales la lista de asistentes confirmada para el tramite

de seguro de la UNAM con cinco dias habiles de anticipacion.

Articulo 14°. Los participantes de la salida proporcionaran a la instancia académica
correspondiente los datos generales y antecedentes clinicos (tipo de sangre, alergias,
cirugias, enfermedades que pueda presentar, limitaciones fisicas, o cuidados
particulares). Esta informacion se portara en las practicas de campo y sera de utilidad

en caso de que algun estudiante requiera de atencidén médica especializada.

Articulo 15°. En caso de contratar el servicio de transporte a un tercero, la Secretaria
Administrativa verificara que los vehiculos sean de modelos recientes, cumplan con
las normas de transito vigentes, cuenten con seguro de viaje y se comprometan a

garantizar el traslado con seguridad, en tiempo y forma.

Articulo 16°. La secretaria administrativa debera contar con la siguiente informacion:

a. En caso de transporte propiedad de la FES Zaragoza: Tipo de transporte,
namero de placas, copia de la poliza de seguro del vehiculo, bithcora de
mantenimiento del mismo y copia de seguros de vida. No se permitira la salida de
vehiculo alguno que no haya tenido una revision de puntos de seguridad por parte de
los choferes y del jefe de servicios generales o delegado administrativo.

b. En caso de transporte concesionado: Al contratar con empresas que cumplan
con las medidas de seguridad necesarias para proporcionar el servicio, conocera el
modelo de vehiculo, nimero de placas, copia de la pdliza de seguro del vehiculo,

copia de poliza de seguro de viajero.

Articulo 17°. La instancia académica proporcionara el pase de autorizacion (previo

pase de lista de asistentes confirmados para salir a la practica de campo y carta
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dirigida a las autoridades civiles, federales y militares) sin el cual no se permitir4

abordar el transporte.

CAPITULO lIl. DURANTE EL DESARROLLO DE LA PRACTICA DE CAMPO.

Articulo 18°. Los participantes deberan viajar entre las 6:00 y las 22:00 horas y
realizar las actividades de la practica de campo entre las 7:00 y las 19:00 horas, a
excepcion de aquellos casos que estén debidamente justificados, sefialados en el

itinerario y aprobados por la Secretaria correspondiente.

Articulo 19°. Los profesores responsables deberan evitar en todo momento que los
participantes realicen actividades que pongan en riesgo su integridad fisica o la de los
demas, como nadar en rios, lagos, presas, playas o balnearios, la practica de algun
deporte extremo o la asistencia a lugares inseguros. En caso de que los objetivos
académicos lo requieran, los participantes deberdn demostrar mediante la

documentacion correspondiente que estan calificados para realizar dicha actividad.

Articulo 20°. Todos los participantes deberan portar la ropa, equipo y accesorios de
proteccién en caso de requerirse para la realizacién de la practica de campo.

Articulo 21° Todos los participantes deberan hacer uso adecuado de las
instalaciones, materiales, equipo y transporte propiedad de la UNAM o ajenos y, en
caso de causar algun dafio material, el o los responsables deberan cubrir los gastos

que se generen.

Articulo 22°. En los casos que se requiera, y para tener las condiciones de seguridad
necesarias, el profesor responsable debera hacer del conocimiento a las autoridades

locales respectivas, los lugares donde se transitara y se realizara la practica de campo.

Articulo 23°. Los profesores responsables deberan viajar en el mismo transporte que
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los alumnos o estudiantes.

Articulo 24°. Los patrticipantes en la practica de campo deberan respetar el horario

establecido en el itinerario programado y autorizado.

Articulo 25°. Queda estrictamente prohibido pernoctar en el vehiculo.

Articulo 26°. Los oficiales de transporte de la UNAM portaran el uniforme de trabajo.

Articulo 27°. Todos los participantes en las practicas de campo deberan portar la

credencial oficial vigente de la institucion.

Articulo 28°. El profesor informara a los alumnos sobre los aspectos normativos

relacionados con las actividades que realicen durante la practica.

Articulo 29°. Durante la practica de campo y dentro del transporte, los participantes
no deberan fumar, ingerir bebidas alcohdlicas ni consumir estupefacientes o

psicotropicos.

Articulo 30°. EIl profesor responsable debera pasar lista de asistencia a los
participantes en la practica de campo cada vez que suban al vehiculo, segun el
itinerario. No podra abordar el transporte en ningun punto del trayecto persona alguna

gue sea ajena a la practica de campo.

CAPITULO IV. AL FINALIZAR LA PRACTICA DE CAMPO

Articulo 31°. Al finalizar la practica de campo, los profesores responsables deberan
presentar obligatoriamente un informe de los incidentes ocurridos durante la practica

de campo a la instancia académica correspondiente.

Articulo 32°. El oficial de transporte entregara bitdcora de viaje a la secretaria
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administrativa, con el visto bueno del profesor que indique: lugar, fecha, hora de salida
de las instalaciones de la FES Zaragoza, horario diario de inicio y término de las
actividades académicas, asi como hora de regreso al campus. Se escribiran por parte
del profesor responsable las observaciones pertinentes, si es que existieran, en el
formato de reporte.

Articulo 33°. Al final del ciclo escolar, las instancias académicas entregaran al
H. Consejo Técnico un informe de los logros alcanzados en las préacticas de

campo alo largo del mismo.

CAPITULO V. DE LOS MOTIVOS PARA LA SUSPENSION DE LAS PRACTICAS
DE CAMPO

Articulo 34°. Los motivos por los que se puede interrumpir, concluir o suspender la

practica de campo son:

1. Ausencia del o los profesores responsables.

2. Cuando el grupo o algun alumno cometa faltas graves tales como: dafios en
propiedad ajena, desobediencia reiterada, agresiones fisicas, ingestion de bebidas
alcohdlicas, drogas o cualquier otra conducta impropia de un universitario,
debiéndosele exigir resarcimiento del dafio, ademas se debera notificar en un tiempo
maximo de 48 horas habiles a quién corresponda de la falta cometida, para proceder
conforme la Legislacion Universitaria y demas disposiciones juridicas.

3. Por enfermedad de alguno de los participantes.

4 Condiciones climatologicas adversas o desfavorables.

5. Falta de seguridad.
6

Accidente.
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CAPITULO VI. DE LA RESPONSABILIDAD DE LOS PROFESORES

Articulo 35°. Es responsabilidad de los profesores, ademés de lo sefalado en este

reglamento:
1. Que se cumplan las actividades académicas.
2. Informar a los participantes sobre los aspectos de seguridad y las sanciones

previstas en la Legislacién Universitaria.

CAPITULO VII. DE LAS SANCIONES A LOS PARTICIPANTES EN LAS
PRACTICAS DE CAMPO

Articulo 36°. A los participantes en las practicas de campo se les podré:

1. Sancionar cuando incurran en actos contrarios a la disciplina universitaria en
términos de lo dispuesto en el Titulo Sexto del Estatuto General de la UNAM,
independientemente de la responsabilidad civil o penal que pudiera derivarse de sus
actos.

2. A los profesores y trabajadores administrativos, ademas de las sanciones
previstas en el parrafo anterior, se les podra fincar responsabilidad laboral en términos

del Contrato Colectivo de Trabajo vigente.

3. Cualquier préactica que se efectle en contravencion al presente reglamento sera
responsabilidad de la persona que lo incumpla, para lo cual la UNAM no asumiraen

tales circunstancias la responsabilidad.

4. Los asuntos no contemplados en el presente reglamento y que influyan en el
trabajo académico de las actividades en campo, seran resueltos por la instancia

académica correspondiente.
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TRANSITORIOS

Primero.- El presente reglamento entrard en vigor una vez aprobado por el Consejo
Técnico de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza.
Segundo.- El presente Reglamento abroga todas las disposiciones que anteriormente

existian sobre la materia dentro de la FES Zaragoza.

Tercero.- Los asuntos no contemplados en el presente reglamento, se someteran a
consideracion del H. Consejo Técnico de la Facultad de Estudios Superiores

Zaragoza, cuerpo colegiado que los resolvera en forma definitiva.

MANEJO DE RESIDUOS

Residuos Peligrosos Bioldgico-Infecciosos (RPBI)
Son cualquier material como lancetas, guantes, frascos de recoleccion de muestra,
algodon o cualquier otro que mantuvo contacto con sangre, saliva o alguna otra

muestra bioldgica, principalmente de origen humano o de ratén (Fig. 1).

e Etiquetar correctamente el recipiente indicando: fecha, grupo y laboratorio
donde se generd, asi como la descripcion. Los residuos se deberan separar
enlas siguientes categorias: 1) sangre, 2) cultivos y cepas de agentes
bioldgico- infecciosos, 3) patoldgicos, 4) residuos no anatémicos, 5) objetos
punzocortantes.

e Los desechos de origen humano como sangre, saliva y semen primero
deberan ser inactivados con solucion comercial de hipoclorito de sodio
(cloro),colocados en un recipiente de vidrio o de plastico rigido debidamente
etiquetado y que debe ubicarse en el area asignada de desechos para ser

recogidos por el personal indicado.
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Figura 1. Manejo de residuos biolégico infecciosos

e Los recipientes de los RPBI punzocortantes deberan ser rigidos, de
polipropileno color rojo, resistentes a fracturas y pérdidas de contenido al
caerse, tener separador de agujas y abertura para depdsito, con tapa(s),
deberan contar con la leyenda que indique “RESIDUOS PELIGROSOS
PUNZOCORTANTES BIOLOGICO-INFECCIOSOS” y marcados con el
simbolo universal de riesgo biol6gico como lo muestra la figura 1.

e Las bolsas deberan ser de polietileno de color rojo traslicido de calibre
minimo 200 y de color amarillo traslicido de calibre minimo 300,
impermeables y libresde cloro, ademas deberan estar marcadas con el
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simbolo universal de riesgo biolégico y la leyenda “RESIDUOS
PELIGROSOS BIOLOGICO-INFECCIOSOS’.

Los desechos de animales rata y/o raton provenientes de bioterio deberan
colocarse en una bolsa exclusiva de color amarillo como lo muestra la figura
yser depositados en los contenedores ubicados en el bioterio para su manejo

final adecuado.

Residuos quimicos

Todos los residuos generados durante las diferentes practicas deberan ser
recolectados en frascos de vidrio, debidamente etiquetados como lo muestra
la siguiente figura, ademas de colocarlos en el area de color amarillo
destinada en cada laboratorio para ser recogidos por el personal adecuado
(Fig. 2).

En caso de desechos de &cidos deberan ser neutralizados con una base
como bicarbonato de sodio comercial (el alumno debera tenerlo disponible

en todo momento).
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Figura 2. Etiquetado de residuos peligrosos.
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ANEXOS
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Anexo 1. Biologia molecular de la célula

A. Célula animal

Lisosoma Peroxisoma Glucégeno Reticulo
cndopli lasmico
S0

B. Célula vegetal
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Figura 1. Estructura general de la célula animal y vegetal (Tomado y modificado de Curtis, 2008).
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Figura 2. A. Separacioén del boton celular del sobrenadante. B. Separacion de ADN.
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Figura 3. A. Vaciado de la agarosa en la cdmara de electroforesis. B. Carga de la muestra en el gel de
agarosa.
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Anexo 2.- Embriologia animal

Figura 1. Obtencion de frotis vaginal de la rata (Tomado y modificado de Marcondes et al., 2002).
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A. Célula epitelial B. Célula epitelial C. Leucocitos
nucleada cornificada

i '..;'&Q" - ‘ = ."-‘.
Figura 2. Se pueden observar los tres tipos principales de células en frotis vaginales: (A) células
epiteliales nucleadas, (B) células epiteliales escamosas cornificadas y (C) leucocitos. La proporcion de
estos tipos de células presentes en el frotis se puede utilizar para identificar, el dia del ciclo estral en el
gue se encuentran los roedores hembras. (D) proestro, (E) estro, (F) metaestro o (G) diestro. Las puntas
de flecha negras en E, F y G sefialan células epiteliales escamosas cornificadas representativas. Las
flechas negras en C, F y G sefialan leucocitos. Las flechas blancas en D y G resaltan las células
epiteliales nucleadas representativas. (Tomado y modificado de McLean et al., 2012).
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Figura 3. Vista ventral del sistema urogenital de hembra y macho de ratén (Tomado y modificado de
Perry y Morton, 1996).
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Figura 4. Foliculos ovéricos. Cortes histolégicos. (Tomado de Arteaga y Garcia, 2018).

FoLIcuLo
PRIMARIO
UNILAMINAR

Zona
pellcida

Teca
folicular

Ovocito
primario

FoLlcuLo
PRIMARIO
MULTILAMINAR

Teca
Interna

Teca
externa

FOLICULOS
SECUNDARIOS




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

INVESTIGACION FORMATIVA III

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina

SGC-FESZ-BIO-MLO3 04/02/2022 05 142/168

A. Foliculos primordiales

Foliculos primordiales

B. Foliculo primario

Foliculo primario
/ multilaminar

Foliculo primario
unilaminar

Figura 5. A. Estado inicial del desarrollo folicular. Ovocitos rodeados por una sola capa de células
foliculares aplanadas. B. Las células que rodean al ovocito comenzaron a proliferar y se transformaron
en células cubicas que reciben el nombre de células de la granulosa. Dependiendo del nimero de
capas de células de la granulosa a los foliculos primarios se les clasifica en unilaminares o
multilaminares. (Tomado y modificado de Jennings & Premanandan, 2020).
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C. Foliculo secundario

Cuerpos de Call-

‘ . | / Exner

D. Foliculo preovulatorio o antral

>
A

Antro folicular

Figura 5. Continuacion. C. Foliculo secundario, se forman los cuerpos de Call- Exner los cuales daran
lugar al antro folicular en el foliculo preovulatorio. Ademas, se observa un mayor nimero de células de
capas de granulosa que rodean al ovocito (flecha negra), asi como las capas de las células de la teca
interna y externa (puntas de flecha). D. Foliculo preovulatorio, representa el estado final del desarrollo
folicular. El tamafio del foliculo sobrepasa las 1000 micras, se presenta el antro folicular, el ovocito se
ubica en la periferia del foliculo (flecha negra) y se forma el cumulus oophorus (punta de flecha).
(Tomado y modificado de Jennings & Premanandan, 2020).
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Figura. 6. Tubulos seminiferos. Las lineas punteadas denotan la periferia de los tabulos seminiferos
(compartimiento tubular; indicado con punta de flecha). Las células de Leydig se encuentran dentro del
compartimento intersticial (indicado con un asterisco). (Tomado y modificado de Jennings y
Premanandan, 2020).
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Figura 7. Tubulo seminifero. Las flechas representan la ubicacion de cada una de las capas del epitelio
espermatogénico, formado por los diferentes tipos celulares: espermatogonias, espermatocitos
primarios, secundarios, espermatidas, espermatozoides y células de Seroli (Tomado y modificado de
Jennings & Premanandan, 2020).
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Figura 8. Espermatozoide de rata macho o raton (Tomada y modificada de Darszon et al., 2005).

Segmento

Inyectar
solucién
salina

Figura 9. Extraccion de los espermatozoides.
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Cabeza Flagelo
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Figura 10. Morfologia espermatica de la rata macho (Tomado y modificado de Sakamoto &
Hashimoto, 1986; La Maestra et al., 2015).
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Figura 11. Desarrollo embrionario (Tomado y modificado de Perry y Morton, 1996).
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Figura 12. Desarrollo embrionario (Tomado y modificado de Perry y Morton, 1996).
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Anexo 3. Plantas sin semillas

Anexo 3. Claves taxonémicas para la determinacion de plantas sin semillas.

|. Antocerotes y hepaticas (Delgadillo y Cardenas, 1990).

1. Plantas taloides.

2. Células del gametofito con un cloroplasto grande; capsulacilindrica.................................. Anthoceros
2. Células del gametofito con numerosos cloroplastos pequefios; capsula esférica uovoide.
3. Superficie dorsal del gametofito sin areas poligonales niporos...................cccocoeeeie.o. Dumortiera

3. Superficie dorsal del gametofito con areas poligonales y poros.
4. Conceptaculos presentes en plantas maduras.
9. Conceptaculos eNTOIMA Qe COPA . .cuuvmvs sssmmsnsssvsssinns sarsssns s ssssssrasssie dosas Marchantia
5. Conceptaculos enformademedialuna......... ... ... ... ... Lunularia
4. Conceptaculos ausentes en plantas maduras.
6. Camaras aéreas del gametofito en una hilera; receptaculos femeninos apicales, no

CIBVAAOS. ... Targionia
6. Camaras aéreas del gametofito en varias hileras; receptaculos femeninos
elevados v s s S e e Asterella

1. Plantas foliosas.
7. Anfigastrios similares en tamafio y forma alos filidiosdorsales............................................ Herberta
7. Anfigastrios mas pequenos que los filidios dorsales o ausentes.
8. Filidios dorsales con la insercion anterior dirigida hacia el lado ventral del caulidio; anfigastrios
generalmente presentes. ... ... e Plagiochila
8. Filidios dorsales con la inserciéon anterior dirigida hacia el lado dorsal delcaulidio; anfigastrios
generalmente presentes.
9. Basedelosfilidiosconunavitaclara....................o.oo e Bryopteris
9. Basede los filidios SINVila......comummmmsmmanvsissms s s ssvinss sssvssiavssvivasass sy s sessssss Porella
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Il. Musgos (Delgadillo y Cardenas, 1990).

1. Musgos acrocarpicos, es decir, con caulidios generalmente erectos, 6rganos sexuales y esporofitos en la
punta del caulidio o en sus ramificaciones.
2. Filidios disticos alolargodel caulidio......cuvinmmmnnnnmnnmsnamn s Fissidens
2. Filidios, en tres o mas hileras.
3. Filidios en tres hileras evidentes, las laterales grandes y ovadas, las dorsales mas pequefas y
ESHOEHAS v e Epipterygium
3. Filidios en mas de tres hileras evidentes.
4. Filidios vegetativos dimorfos.
5. Caliptra persistente sobre la capsula, con aberturas longitudinales; borde intramarginal
(teniola) generalmente presente.......... ..o e e ee e Calymperes
5. Caliptra decidua, cuculada; teniolas generalmente ausentes............................. Syrrhopodon
4. Filidios vegetativos no dimorfos.
6. Células superiores del filidio con papilas.
7. Células del filidio con papilas apicales; base de los caulidios densamente tomentosa.
8. Base delfilidio envainante, lisa, sin células alares diferenciadas..................... Bartramia
8. Base del filidio no diferenciada, plegada con células alares diferenciadas..Breutelia
7. Células del filidio con papilas sobre el lumen; base del caulidio no densamente tomentosa.
9. Margen del filidio entero.
10. Filidios sin costa, capsula sin peristoma, dehiscencia por cuatro lineas
IONGIUAINAIES . cvovvwssasssavmmnm s SRR S Ve R Andreaea
10. Filidios con costa, capsula con peristoma.
11. Células del filidio con 4 a 5 papilas grandes de forma circular o de media luna;
células basales rectangulares que forman un grupo hialino a cada lado de la

COSEA. L Tortula
11. Células delfilidio con 1 a 2 papilas pequefias circulares o en forma de medialuna;
células basales cuadradas o casi asi con cloroplastos................... Orthotrichum

9. Margen del filidio serrulado o fuertemente dentado.
12. Margen del filidio recurvado, apice fuertemente dentado; células papilosas en

AMDOS 1308, . cvusmmmmn s S S T TR Leptodontium
12. Margen del filidio plano, apice serrulado, subtubuloso; células dorsales
PAPIHOSAS. .. ... oo e Leucoloma

6. Células superiores del filidio sin papilas.
13. Costa con lamelas.
14. Capsula prismatica, lamina del filidio doblada hacia arriba y hacia adentro...Polytrichum
14. Capsula mas o menos cilindrica, lamina del filidio aplanada o concava.
15. Filidios con células muy alargadasenelborde.........................c.ocoooiiin. Atrichum
15. Filidios sin células alargadasenelborde.............................................. Pogonatum
13. Costa sin lamelas.
16. Costa ancha que ocupa un tercio de la base del filidio.
17.Laminareducidaalabasedelacosta............................................. Octoblepharum
17. Lamina bien desarrollada.
18. Plantas blanquecinas, filidios compuestos principalmente por células

hialinas. .. ... Leucobryum
18. Plantas verdes, filidios compuestos principalmente por células con
ClOroplastos. ... o Campylopus

16. Costa estrecha que ocupa menos de un tercio de la base del filidio.
19. Filidios con un pelo hialino @pical ..............occooiiiioiieeeeeeeeeee e Grimmia

19. Filidios sin pelo apical.
20. Margen del filidio con 2-3 hileras de células muy alargadas.
21. Gametofito con caulidios rastreros alargados, filidios muy espaciados y
ramificaciones erectas con filidios aglomerados........................... Plagiomnium
21. Gametofito solo con caulidios erectos.....................ooooiiiiiiiiiii Bryum
20. Margen del filidio sin células diferenciadas.
22. Células basales del filidio de pared gruesa, sinuosa o perforada.
23. Filidios mas o menos ligulados, mucronados, en seco torcidos en espiral
alrededor del caulidio. ..................coooiiiiii Schlotheimia
23 Filidios lanceolados, no mucronados, en seco crispados........... Ptychomitrium|
22. Células basales del filidio de pared delgada, no perforada.
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24. Filidios crispados al secarse, con base auriculada, de 2 a 4 esporofitos por
PEIIQUECIO. .. ... oo e e e Symblepharis

24 Filidios no crispados al secarse, plantas con un solo esporofito porperiquecio.
25. Filidios curvados hacia un lado o erectos al secarse, con una puntalarga y

rigida; capsula cilindrica, erecta....................................... Atractylocarpus
25. Filidios agregados en roseta, sin una punta rigida; capsula piriforme,
37 1157 o - 1O S AU Funaria

1. Musgos pleurocarpicos, con caulidios postrados, los érganos sexuales femeninos y los esporofitos
aparecen lateralmente sobre caulidios o sus ramificaciones.
26. Caulidos dendroides, como pequefios arboles o ramificados en un plano como la hojade un helecho.
27. Filidios con un borde de células muy alargadas........................oooooiiiiiiiiii, Hypopterygium
27. Filidios no bordeados.
28. Caulidios postrados, regularmente pinnados.

29. Filidios torcidos hacia un lado, con el apice curvo; célulaslisas............................... Hypnum
29. Filidios erectos, con el apice recto; células conpapilas................ccocoovieeeiiiee. Thuidium
28. Caulidios erectos, ramificaciones concentradas hacia la punta del caulidio.
30. Filidios sin costa o con costacortaydoble..................................................... Renauldia
30. Filidios con costa simple, bien desarrollada.
31. Filidios plegados longitudinalmente, capsulainmersa................................... Pterobryon

31. Filidios lisos, capsula exerta.
32. Margen del filidio serrulado o entero, filidios de las ramificaciones rodeandotodo el

caulidio, yemas frecuentemente sobre los caulidios...................................... Pireella
32. Margen del filidio serrado o dentado, filidios de las ramificaciones frecuentemente
enunsolo plano, yemas ausentes.........coumei st Porotrichum

26. Caulidios no dendroides ni frondosos.
33. Caulidios colgantes, muy alargados, generalmente epifitos.
34. Filidios en un solo plano.

35 Filidios asimetncos: ondulados:...suussamssmasarms s imsrsiasess Neckera

35..Filidios SIMEINCOS, BSOS . . convaummmmamrn s v s s Phyllogonium
34. Filidios dispuestos alrededor del caulidio.

36. Filidios dispuestos en hileras espiraladas............................................. Orthostichidium

36. Filidios dispuestos en hileras no espiraladas.
37. Filidios frecuentemente concavos.
38. Parte distal de la lamina del filidio doblada hacia arriba y adentro, células lisas, las alares

claramente diferenciadas........................... Squamidium

38. Parte distal de la lamina del filidio erecta, células con 1 a 2 papilas en cada lado,las

células alares escasamente diferenciadas.............................oL Meteorium

37. Filidios mas o menos aplanados.
39. Filidios anchos, cordiformes en la base, células pluripapilosas...................... Papillaria
39. Filidios estrechos, con base decurrente, células lisas........................... Dendropogonella
33. Caulidios erectos o postrados, cortos, plantas de diversos sustratos.

40. Filidiosenunsoloplanoaparente. ... Homalia

40. Filidios en varias hileras alrededor del caulidio.
41. Células de los filidios lisos.
42. Filidios con un borde diferenciado.

43. Borde engrosado, formado por dos capasdecélulas............................. Pyrrhobryum
43. Borde formado por células alargadas.
44 Filidios condos COStaS. .. .......o.ooouiii e Lepidopilum
44. Filidios conuna Ccosta. ..o Daltonia
42. Filidios sin borde diferenciado.
45. Filidios vegetativos dimorfos....................coooiiiiiiiii e Racopilum
45_ Filidios vegetativos no dimorfos.
46. Costa sinuosa en el tercio superior del filidio................................. Herpetineuron
46. Costa recta, doble o ausente.
47 Células distales de la lamina del filidio muy alargadas.......................... Entodon
47. Células distales de la lamina del filidio ovales, cortas.......................... Cryphaea

41. Células del filidio con papilas.
48. Filidios con costa.
49. Pared de las células del filidio muy engrosada, sinuosa.............................. Prionodon|
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49. Pared de las células del filidio no sinuosa.
50. Filidios dirigidos hacia un lado, ondulados, células con papilas dorsales en los

extremos ApICaleS. .. ... ... Rhytidium
50. Filidios rectos, no ondulados, células con numerosas papilas en series
IPNGRUAINEIES s S R R Trachypus

48. Filidios sin costa.
51. Esporofito con seta larga, no cubierto por el periquecio................................. Braunia

51. Esporofito con seta muy corta, cubierto por el periquecio.
52. Filidios vegetativos con una punta hialina, los del periquecio con filamentos
IMVAROINAIES vt sotstoisiatsiouHiin S5l STl S SR i A S i Hedwigia
52. Filidios vegetativos sin una punta hialina, los del periquecio con el margen
(=11 G (o SRS Cryphaea
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lll. Licofitas y helechos (Mickel y Smith, 2004).
Modificada y traducida por Carlos Castillejos y Sonia Rojas

1. Plantas sin hojas (presenta enaciones no vasculares) o raices; tallos ramificados dicotbmicamente;
ESPOraNGIOS MOCUIATES. ...vvasivavvsvvmviasss vy o S5 6o S5 T a S N S SRS S v Psilotum
1. Plantas con hojas, raramente carecen de raices; esporangios uniloculares.
2. Hojas simples con una sola vena sin ramificar.
3. Hojas en verticilos de 10-50 que forman vainas en los nodos; tallos huecos y estriados....Equisetum
3. Hojas arregladas espiralmente o rara vez en verticilos de 4; tallos sélidos, no estriados.
4. Hojas principalmente de 3-30 cm de largo, semejantes a pastos; acuaticas o en estanquesefimeros.
5. Hojas circinadas en apices jovenes, en rizomas cortos o largos que son filiformes y rastreros;
esporangios en esporocarpos globosos que se encuentran en elrizoma....................... Pilularia
5. Hojas no circinadas, agrupadas entallos cortos parecidos a cormos; esporangios embebidos en la
base de la hoja, no separados en esporocarpos globosos... ... Isoétes
4. Hojas de menos de 3 cm de longitud, diferentes a pastos; plantas terrestres o epifitas, no acuaticas.
6. Estrobilos angulados (4); hojas oblongas a ovadas; heterosporicas............................... Selaginella
6. Estrobilos redondeados en seccién transversal o esporangios en las axilas de hojas sinmodificar;
hojas con el apice puntiagudo, usualmente lineares; homosporicas.

7. Esporangios que nacen en axilas de hojas no modificadas, no en estrébilos distintos, o si estan
en estrobilos distintos, estos epifitos; tallos horizontales ausentes; brotes agrupados en forma
vertical; plantas epifitas 0 terrestres.... ... msississ svasssiess Huperzia

7. Esporangios que nacen en las axilas de las hojas modificadas que forman estrébilos distintos;
tallos horizontales presentes, con brotes verticales a lo largo del rizoma; plantas terrestres.

8. Estrobilos que nacen en pedunculos frondosos o en ramas laterales; si es en los pedtnculos,

estos con hojas noreducidas muy juntas.............................. Lycopodiella
8. Estrobilos que nacen en peddnculos distintos; los pedinculos con hojas reducidas y
TRIMVORES i cusvnsmussusanmmisss st w s o S T S S T e S o SR S SRS BT e s weda Lycopodium

2. Hojas complejas, venacion ramificada.
9. Plantas acuaticas, flotando en la superficie del agua.

10. Frondas de mas de 5 cm de largo, divididas pinnadamente; homospéricas................... Ceratopteris

10. Frondas de menos de 2 cm de largo, redondeadas a ovadas; heterospoéricas.
11. Frondas de 1 a2 mm de largo, con papilas pequefias de 0.1 mmdelargoenelhaz................. Azolla
11. Frondas de 1 a 2 cm de largo con pelos en el haz, estos agrupados en cuatro, fusionados desde
T = T O SRRSO Salvinia

9. Plantas terrestres, epipétricas, epifitas o enraizadas en arena, lodo o en agua encharcada.

12. Frondas parecidas a un trébol, pinnas cuatro-obovadas en el apice de un estipite largo; plantas
heterosporicas, con esporangios en la base de los estipites, los esporangios ovoides o globosos
PAreCidoS @ UNA NUEZ. ... Marsilea

12. Frondas simples o varias veces divididas, algunas veces con numerosas pinnas que nacen de forma lateral,
plantas homospéricas, con esporangios en el envés o en proyecciones especializadas en el apice de
la lamina.

13. Esporangios que nacen en espigas erectas (raramente horizontal) o paniculas agrupadas cerca
de la base de la lamina o del estipite.

14. Estructuras fértiles erectas dos, raramente horizontales; modificadas de las dos pinnas basales,
por lo general dos por fronda; esporangios con anillo apical; rizoma en la superficie del suelo;
FAICES ENUUIRTIIAS :-. couunvsenspvermmmeniy s syssesnys s s s g S S48 S s e Anemia

14. Estructura fértil erecta una (raramente 6 a 8 en plantas epifitas); esporangios que carecen de
anillo; rizoma frecuentemente subterraneo (raro en epifitas), raices carnosas.

15. Lamina compuesta, la porcion fértil paniculada................................................. Botrychium
15. Lamina simple (o dicotémicamente ramificada en epifitas); la porcion fértil es una espiga (si es
Epiitacon 6'a 8 ESPIgAS)... oo s s e Ophioglossum

13. Esporangios en el envés de la fronda o al menos no en espigas erectas o paniculas, agrupadas
desde la base de la fronda o estipite; algunas veces se desarrollan en laminas modificadas o partes

de esta.
16. Frondas (pero no rizomas) trepadoras, raquis enredandose en otras plantas, esporangios unidos
@ WSO 5 5 somsnsises s s S A s 38 S RSO e i B KRR 9 Lygodium

16. Frondas no trepadoras (escandente o que forma marafias en pocos géneros); esporangios no
unidos al indusio, indusio si presente, cubre a los grupos de esporangios.
17. Lamina ramificandose dicotdmicamente; plantas de mas de 15 cm de alto; terrestres.
18. Frondas de menos de 5 cm de alto, sin brotes o con crecimiento continuo en las axilas de
las ramificaciones; esporangios en apéndices con forma de bandera o dedos en el apice de
la lamina; plantas raras.
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19. Frondas fértiles simples....... .....Actinostachys
19.. Frondas ferhles PINadas ... s e s s Schizaea
18. Fronda de 0.7 a 4 m de alto, con brotes o crecimiento continuo en las axilas de las
ramificaciones; frondas terminales ramificadas y pectinadas; esporangios desarrollandose en
soros redondos en el envés de la fronda; plantas comunes.
20. Venas ramificandose una vez entre la costa y el margen; escamosas en el envés, al menos
en las venas principales; rizoma escamoso; soros generalmente con 4 a 6 esporangios.

21. Apice de la fronda siempre latente con dos grandes pinnas bipinnadas o pinnada-
pinnatisectas; escamas enteras en yemas latentes, color paja, de 6 a 8 por 1.5 a 2.5 mm;
BSPOTAS ICINBBINICHS . o couinssyne s s i s A i e Pt Diplopterygium

21. Apice de la fronda con yemas latentes sucesivas y segmentos mas alla de la dltima pinna
dicotémica; escamas en yemas latentes, ciliadas, anaranjada-castafas, menos de 3 por 1
mm; esporas bilaterales. ... Sticherus

20. Venas ramificadas de 2 a 3 veces entre la costa y el margen; glabra en el envés, a menudo
glauca; rizoma piloso; soros generalmente con mas de 6 esporangios.

22. Frondas con divisiones subtendidas por pinnas accesorias; pinnas con ramificacion igual,

ejes teretes; esporas tetraédricas.................coooiiiiiiiiiiiie e, Dicranopteris

22. Frondas ramificadas sin pinnas accesorias; pinnas ramificandose desigualmente para

producir un par alternado de pinnulas; ejes y estipites con crestas delgadas; esporas
bilaterales.
17. Laminas no ramificandose dicotdmicamente (o si se ramifican, entonces epifitas y de menos
de 5 cm de alto).
23. Laminas carnosas con estipulas conspicuas en su base; esporangios de soros fusionados
para formar un sinangio.
24. Laminas una vez pinnadas; frondas dimérficas, sinangios lineares, embebidos en la lamina;
rizoma obviamente trepador; estipulas semejantesaescamas............................ Danaea
24 Laminas de 2 a 4 veces pinnada; frondas monomérficas; sinangios oblongos en el envés,
semejantes a una almeja abierta; rizomas horizontales a erectos, no obviamente trepadores;
CSHPUIES OraNdes, CAMOSAS. -.-.. s s s A s s R s s saa e Marattia
23. Laminas membranaceas a coriaceas; frondas careciendo de estipulas en la base;
esporangios no fusionados en un sinangio.
25. Frondas fértiles y estériles dimoérficas (holodimoérficas) o laminas parcialmente dimérficas
(hemidimérficas, pinnas fértiles y estériles diferentes en la misa lamina).
26. Laminas fértiles, simples, bilobadas o ramificandose dicotomicamente (Elaphoglossum

peltatum).
27. Laminas estériles con una sola célula de grosor, apices usualmente extendidos y
AICAIMES oo oo s I e e S ST Trichomanes

27. Laminas firmes de mas de una célula de grosor; apices no radicantes.
28. Esporangios que cubren todo el envés de la lamina fértil.. .....Elaphoglossum
28. Esporangios con soros discretos. .. ...........oooooiiiiiiiii i Microgramma
26. Laminas fértiles pinnatifidas, una vez pinnadas o mas divididas.
29. Laminas estériles una vez pinnada o menos divididas.
30. Laminas estériles pectinadas o pinnatifidas.
31. Apice del rizoma y base del estipite con escamas; esporas bilaterales,

MONOIEEES .. ..o T e TR e Sy Blechnum
31. Apice del rizoma y base del estipite sin escamas o pelos; esporas globosas,
tetraédricas, triletes................... e Plagiogyria

30. Laminas estériles completamente pinnadas.
32. Venas enmaraiiadas.
33. Soros marginales, protegidos por el margen reflexo; rizomas pobremente
HESANTORAOS. - vscusss 55 mesimmmiobisavens SRR i TR T e ST T v e Ceratopteris
33. Soros que cubren totalmente el envés de la lamina fértil, o protegidos por el
margen fuertemente enrollado de la lamina que es similar a las cuentas de un
rosario; rizomas fuertemente desarrollados

34. Laminas fértilesde2a3vecespinnadas................................... Onocleopsis

34. Laminas fértiles una vez pinnadas.
35 Plantas de 2 a 3 m de alto, en pantanos; esporas globosas,

triletes. e Acrostichum
35. Plantas de menos de 2 m de lato, no acuaticas, terrestres o hemiepifitas;
esporas reniformes, monoletes.................................. Bolbitis

32. Venas libres.
36. Plantas hemiepifitas, con rizomas trepadores de arboles; laminas fértiles una vez
PINNAAAS. .. .. .o Lomariopsis
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36. Plantas terrestres, rizomas no trepadores; laminas fértiles dos veces

PIRAIAS  crrr  as e Olfersia
29. Laminas estériles mas de una vez pinnadas.
37. Rizomay base del estipite conpelos.......................... Osmunda
37. Rizoma y base del estipite con escamas.
38. Plantas hemiepifitas; laminas fértiles sin tejido laminar......................... Polybotrya

38. Plantas terrestres; frondas fértiles con algo de tejido laminar.
39. Soros marginales, protegidos por el margen recurvado; lamina fértil solo en su

porcién distal (un'tercio); glabro; s mssnrsmmsn s e Liavea
39. Soros redondeados a elongados en el envés de la lamina, margen no
frecuentemente recurvado; lamina fértil con tricomas aciculares.......... Thelypteris

25. Frondas monomorficas o cercanamente asi.
40. Soros marginales a submarginales en la lamina.
41. Soros marginales en copas marginales o submarginales, tubos o depresiones
submarginales que revisten el margen, margen de la lamina no recurvado.
42. Lamina muy delgada (una célula de grueso); receptaculo elongado, filiforme,
frecuentemente proyectandose mas alla de la copa o tubo soral; involucro (indusio)
bivalvado o tubular.

43. Involucro bivalvada; receptaculo sin sobresalir............................ Hymenophyllum
43. Involucro tubular o cénico; receptaculo frecuentemente sobresaliendo mas alla del
INVOIUCTO. ..o e e e Trichomanes

42. Lamina generalmente de mas de una célula de grueso; receptaculo poco elongado,
no filiforme; involucro (indusio) bivalvado, parecido a una copa o linear.
44. Estipite grueso, trepador, suberecto o erecto y con forma de tronco, con pelos;
frondas grandes; indusio grueso.
45. Estipite que forma troncos verticalesde1a2mdealto....................... Dicksonia
45. Estipite robusto, rastrero o suberecto, brotes que emergen del suelo.

46. Estipite rastrero; lamina mas o menos tres veces pinnada, costa y costulas
elevadas, ligeramente surcadas, las costillas (si hay) no decurrentes en el eje
del siguiente orden........ ... Cibotium

46. Estipite erecto, parecidos a troncos pero muy cortos; lamina de 4 a 5 veces
pinnada; costa y costulas profundamente sulcadas hacia el envés, surco
flanqueado por prominentes costillas decurrentes sobre el eje del siguiente
24 T —— Culcita

44 Estipite delgado, rastrero, con escamas o pelos, si erecto, entonces las frondas no
son grandes; indusio delgado, no coriaceo.
47. Frondas pequeias, de menos de 25 cm de largo; plantas epifitas....Loxoscaphe
47. Frondas grandes, de 30 a 200 (500) cm de largo; plantas terrestres.

48. Soros continuos a lo largo del margen, mucho mas largo que ancho....Lindsaea

48. Soros interruptos, cortos, menos de dos veces el largo que el ancho.

49. Soros ligeramente escasos en el envés; rizoma escamoso.............. Saccoloma
49. Soros en el margen de la lamina; rizoma con escamas o pelos.

50. Frondas arqueadas, no trepadoras, laminas 2 a 3 veces divididas, los

segmentos no lineares, de mas de 5 mm de ancho; rizoma con

o =0 TR — Dennstaedtia

50. Frondas erectas o trepadoras, laminas finamente disectas, de 4 a 5 veces

pinnadas, los segmentos lineares, de 1 a 2 mm de ancho; rizomas

€sCamosos.
51. Frondas de 1.7 a 5 m de longitud, trepadoras; soros sobre una vena
SIMPIE. . oo v s e R e P e s S e Odontosoria
51. Frondas de 20 a 60 cm de longitud, erectas; soros sobre 1 a 4
VNS ..o Sphenomeris

41. Soros no en receptaculos marginales, pero mas bien protegidos por el margen recurvado
de la lamina o soros abiertos sin proteccion ya sea de un verdadero o falso indusio.
52. Rizoma usualmente largo, rastrero, piloso; frondas grandes, usualmente de 1 m o
mas de largo; estipites ramificados algunas veces a partir de su base.
53. Venasreticuladas. ... Histiopteris
53. Venas libres.
54. Rizoma corto, rastrero, suculento; lamina membranacea; estipite y lamina
DIlOSOS . o Lonchitis
54. Rizoma largo, rastrero, semejante a una cuerda, firme; lamina delgada a coriacea;
estipite y lamina pilosas a glabras.
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55. Soros continuos; falso indusio o éste cubriendo ligeramente al soro; rizoma muy

profundo; esporas tetraédricas; ejesinermes......................ccccoeeeen. Pteridium
55. Soros discontinuos; sin indusio; rizoma en el nivel del suelo; esporas bilaterales;
ejes frecuentemente espiNOSOS. ... Hypolepis

52. Rizoma corto, rastrero a erecto con escamas; frondas pequefias a grandes; estipite
sin ramificaciones desde la base.

56. Lamina entera a profundamente lobulada, pero no una vez pinnada o mas dividida.
57. Lamina profundamente palmatilobada.......................................... Doryopteris
57. Lamina no lobulada.

58. Plantas terrestres; lamina con venas reticuladas y venillas
INCIUId@s. .. ..o Tectaria (panamensis)
58. Plantas epifitas o epipétricas; lamina con venas reticuladas sin venillas
incluidas.
59. Lamina linear eliptica, de 9 a 12 mm de ancho, con 2 a 4 hileras de areolas
entrelacostayelmargen..... ... Ananthacorus
59. Lamina linear, de 1 a 4 mm de ancho, con una sola hilera de areolas entre la
costa y el margen.

60. Estipite pardo rojizo; esporas bilaterales............................... Radiovittaria
60. Estipite verdoso a amarillento; esporas tetraédricas, raramente
bilaterales. ... Vittania

56. Lamina una vez pinnada a varias veces pinnada dividida.
61. Esporangios protegidos por un indusio; no por el tejido de la lamina... ..... Adiantum
61. Esporangios no protegidos por el indusio, protegidos por un segmento modificado
y reflejo del margen o no.

62. Soro con parafisis; aristas usualmente en la parte superior del raquis donde las
pinnas se separan; principalmente helechos grandes, frondas de mas de 80 cm
de largo; esporas con reborde ecuatorial........................oooooiiiiii. Pteris

62. Soros sin parafisis; aristas ausentes; frondas de menos de 60 cm de largo;
esporas sin reborde ecuatorial.

63. Estipite y raquis con densas escamas anchas; segmentos parecidos a un
collar de cuentas; esporas bilaterales; estipite con varios haces vasculares;
plantas que habitan grandes altitudes................ Polystichum (speciosissimum)

63. Estipite y raquis con escamas angostas o sin ellas; segmentos raramente
parecidos a un collar de cuentas (unas pocas especies de Cheilanthes);
esporas tetraédricas; estipite con 1 a 2 haces vasculares; plantas que habitan
elevaciones bajas o altas.

64. Surco adaxial del estipite y raquis densamente clavado-hirsuto, menor que
0.5 mm, unicelulares, clavados, rigidos; margen de la lamina con proyecciones
masalladeunfalsoindusio..... ... Mildella

64. Surco adaxial del estipite y raquis no densamente clavado-hirsuto; pelos, si
presentes, usualmente flexuosos, septados; falso indusio ausente.

65. Estipite de color paja a pardo claro, o si atropurpureo, ellos glabros o con
pelos septados flexuosos de 0.5 a 0.6 mm de largo; pinnas ternadas o
simple pinnadas con menos de 5 pares de segmentos; ejes sin
ESCAMAS. .. ... oo e e e e e e e e Pellaeca

65. Estipite atropurplreo o castafio, o si claro, ellos glandular viscosos;
pinnas no ternadas, raramente solo pinnadas; ejes frecuentemente con
escamas en Cheilanthes.

66. Lamina glabra; ejes atropurpureos, delgados a cartaceos; soros
discretos, usualmente muchos en los Ultimos segmentos.

67. Lamina digitada (las pinnas crecen a partir del apice del estipite) o
pinnadas; segmentos obtusos, oblongos; superficie abaxial de los
segmentos con pelos clavados, blancos, diminutos........... Adiantopsis

67. Lamina pinnadamente dividida; segmentos acuminados, lineares, de
0.5 a 1.3 mm de ancho; superficie abaxial de los segmentos
(51 o] - SO S VR Aspidotis

66. Lamina con escamas, pelos o glabras; soros continuos, o si discretos,
laminas firmes a coriaceas.

68. Envés de la lamina farinosa; indusio marginal ausente....... Notholaena

68. Envés de la lamina sin farina, o si esta presente, entonces con indusio

marginal conspicuo; indusio marginal usualmente presente aunque
algunas veces pobremente diferenciado.
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69. Lamina pinnada a cuadripinnada; segmentos linear lanceolados
parecidos a un collar de cuentas; venas inconspicuas 0 conspicuas,
raramente prominentes; indusio continuo a interruptor, ancho o
angosto, mas o menos plano o en forma de S hacia el
L1 2 | P m Cheilanthes
69. Lamina pinnada pinnatifida a bipinnada por arriba de la pinna
basal; venas prominentes; indusio continio, ancho, convexo,
involuto, enrollado como si envolviera completamente al
€SPOTANGIO. .. .. ooe oot Cheiloplecton
40. Soros en el envés de la lamina, a lo largo de las venas, venas medias, o esparcidos en
toda la superficie de la lamina.
70. Soros (esporangios) extendidos que cubren todo el envés; indusio ausente.
1. Lamina SIMPleS. ... Elaphoglossum
71. Lamina dividida.
72. Lamina con farina blanca o amarillo palidoenelenvés....... Pityrogramma (trifoliata)
72. Lamina sin farina en el envés.
73. Frondas grandes (2 m o mas de largo), coriaceas; rizoma cortamente rastrero,

robusto; plantas de pantanos. ... Acrostichum
73. Frondas generalmente de menos de 1 m de largo; rizoma largo,rastrero, delgado;
plantas de bosques.
74. Venas reticuladas; plantas terrestres, epifitas.................................... Bolbitis
74. Venas libres; plantas hemiepifitas........................................... Lomariopsis

70. Soros discontinuos usualmente a lo largo de las venas, pero no extendidos en todo el
envés; indusio presente o ausente.
75. Soros alongados a lo largo de las venas y rara vez los esporangios esparcidos
ligeramente o en grupos pequefios, sin indusio.
76. Lamina simple, no lobulada o pequefa y ramificada en el apice; rizomas
usualmente con escamas clatradas; plantas epifitas, raramente epipétricas.
77. Esporangios distribuidos esparcidamente (ligeramente en grupos pequefios) en
el enVESdela AMING...c..ssomsmssmmrasiim s e R S e Anetium
77. Esporangios densamente dispuestos en soros a lo largo de las venas.
78. Soros en surcos, paralelos cerca del margen de la lamina y extendidos a lo
largo de toda su longitud o por lo menos en el tercio distal.
79. Soros en 1 a 4 (6 6) lineas.
80. Soros en cada lamina, dispuestos en una sola linea en surcos a lo largo de

todalacosta. ... Cochlidium
80. Soros en cada lamina en 4 (6 6) lineas (2 6 3 lineas a cada lado de la
COSEA). .. oo Polytaenium

79. Soros en dos lineas (una a cada lado de la costa).
81. Lamina de 1 a 4 mm de ancho; una linea de areolas entre la costa y el
margen; plantas generalmente epifitas.

82. Estipite pardo rojizo; esporas bilaterales........................... Radiovittaria
82. Estipite verdoso o amarillento; esporas tetraédricas raramente
DHAErAles: ..o cuesumisnsmosmssmmssss s s S S A P R T Vittaria

81. Lamina de 9 a 12 mm de ancho; de 2 a 4 lineas de areolas entre la costa y
el margen; plantas generalmente epipétricas.

83. Soros a lo largo de toda la longitud de la lamina................. Ananthacorus
83. Soros confinados al tercio distal de lalamina....................... Neurodium
78. Soros no extendidos por completo a lo largo de la lamina, paralelos a la costa

0 en un angulo con la misma o siguiendo el patrén de venacion.
84. Lamina pequefia, menos de 4 cm de largo, ramificada............. Hecistopteris

84. Lamina grande, nunca ramificada.

85. Escamas del rizoma no clatradas o ligeramente clatradas y bicoloras;

lamina con escamasdiminutas............................................. Pleopeltis
85. Escamas del rizoma clatradas, claras; lamina sin escamas.
86. Costa extendiéndose hasta el apice de lalamina................ Loxogramme

86. Costa sin extenderse hasta el apice de la lamina
87. Lamina delgada a coriacea, pero no carnosa; soros superficiales o en
surcos,; parafisis ausente; esporas tetraédricas; escamas del rizoma de
2 a 4 mm de largo, menos de 1 mm de ancho; laminas de 1.5 a2 mm de
AIChoEN1abase oo e e e e e Polytaenium
87. Laminas carnosas; soros cortos y paralelos uno de otro, embebidos en
la lamina, raramente superficiales; parafisis abundante, cortos (0.3 a 0.5
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mm de largo), rojizos; esporas bilaterales; escamas del rizoma 10 a 12
por 1.5a2 mm; laminas (2-) 6 a 7 mm de ancho en la base....Scoliosorus
76. Lamina de profundamente lobada a tripinnada; rizoma frecuentemente carece de
escamas clatradas; plantas terrestres o epipétricas.
88. Rizoma con tricomas.
89. Lamina anchamente eliptica a dentada, 3 a 4 veces pinnada, no

permanentemente circinadaenelapice................cocoeviiiiieiieinnnnnn.. Eriosorus
89. Lamina linear-lineares, una vez pinnada, mas o menos permanentemente
circnadaen el apiCe. oo namua s ey Jamesonia

88. Rizoma con escamas.
90. Lamina simple palmatilobada.
91. Venas reticuladas; esporangios sobre las venas dispuestos en 2/3 de la

longifudtofalde I laming ... .-covvcnmumnnnnnrmarramees Hemionitis
91. Venas libres o reticuladas; esporangios restringidos a la parte distal (1/3 a 2/3) de
o | L Bommeria

90. Lamina una vez pinnada o mas veces divididas.

92. Laminas lineares, pinnadas a pinnado-pinnatifidas no pedadas, las pinnas
densamente escamosas en el envés, escamas que cubren totalmente la
Superficie de 1a TN comenammmss s s e e Astrolepis

92. Laminas lineares, lanceoladas, ovadas o pedadas, 1 a 3 veces pinnadas, las
pinnas no densamente cubiertas de escamas, o si las tienen, las laminas mas
de dos veces pinnadas.

93. Laminas con el envés cubierto de farina blanca o amarilla palida.
94. Laminas pedadas, pinnado-pinnatifidas por arriba del par proximal; Baja
GaAlIOMMIA. ..o s s Pentagramma
94. Laminas no pedadas, bipinnadas a bipinnatifidas arriba de la pinna
proximal, muy raras en Baja California.
95. Frondas de 10 a 30 cm de alto; Gltimos segmentos estipitados en

SEqUNAOIONAEN:....ccuvmnm s Argyroschosma
95. Frondas de 30 a 200 cm de alto; dultimos segmentos
AANAAOS o R ST SRR SR Pityrogramma

93. Lamina sin farina en el envés.
96. Ultimos segmentos sobre estipites de segundo orden, discretos; estipites
y raquis castafios a atropurplreos o negros.................... Argyroschosma
96. Ultimos segmentos no sobre estipites de segundo orden, no discretos;
estipite y raquis color pajizo o asi.
97. Fronda de 2 a 25 cm de largo; lamina dos veces pinnada a cuatro veces
pinnada-pinnatifida................................. Anogramma
97. Frondas de (12-) 20 a 200 mas cm de largo; laminas pinnas a pinnadas-
pinnatifidas, rara vez 2 veces pinnada.

98. Laminas pinnado-pinnatifidas con tricomas aciculares... ... Thelypteris
98. Laminas pinnadas o pinnado-pinnatifidas a 2 veces pinnadas;

tricomas, si estan presentes no aciculares.
99. Laminas una vez pinnadas; soros extendidos en casi toda la longitud
de lasVenas: ... cowumsnmsmssnmesa sy Hemionitis
99. Laminas pinnadas-pinnatifidas a dos veces pinnadas en la base;
soros limitados a la porcion distal (1/3 a 1/2) de las
VENAS. ..o e e e Hemionanthes
75. Soros redondos a reniformes u oblongo-elipticos, si son elongados, estan a lo largo

de las venas, generalmente con indusio.
100. Soros costales, elongados.

101. Soros continuos a lo largo de la costa; laminas una vez pinnadas 0 menos veces

AVIAIAS 1 oo ssmmss s s s A S S A S S S AT Blechnum
101. Soros discontinuos a lo largo de la costa, semejante a una cadena; laminas
pinnado-pHnatifidas: ....cconas ey e s Woodwardia

100. Soros no costales, que nacen entre la vena media y el margen.
102. Soros elongados.
103. Soros en forma de gancho sobre la porcion distal de la vena, con forma de herradura,
ocasionalmente espalda con espalda en ambos lados de la vena.
104. Venas inconspicuas, libres; soros continuos, distribuidos a lo largo de un lado
de la vena, rodeando la porcion distal de la misma, soros con forma de
herradura.............oooo e Didymochlaena
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104. Venas conspicuas, libres o reticuladas; soros algunas veces dobles, pero
entonces sin rodear la porcion distal de la vena.
105. Frondas muy grandes (2 a 3 m de longitud), una vez pinnadas; venas
libres, reticuladas, cerca de la vena media y del margen........ Hemidictyum
105. Frondas de menos de 1 m de longitud, de 1 a 3 veces pinnadas; venas libres
o reticuladas, pero no ambas condiciones en la misma pinna.
106. Soros uno por vena, que nacen en un solo lado de la vena o forman un
gancho SObIE |aS VeNaS: .. wusamssmmsmmmsvssmammmamsss Athyrium
106. Soros, al menos alguno, dobles, el indusio espalda con espalda en la
MUSIMBVEOIN. :. 2 ccvinusnvns sesasasos s sonss s asamsns T us v o S Tara o Diplazium
103. Soros simples, o si son dobles, estos cara a cara mas que espalda con
espalda.
107. Lamina simple a tres veces pinnada; un solo soro por vena.
108. Lamina pinnado-pinnatifida; laminas y escamas del rizoma
frecuentemente con tricomas aciculares.................................. Thelypteris
108. Lamina simple a tres veces pinnada; laminas y escamas del rizoma por lo
comun glabras, sin pelos aciculares (excepto Asplenium pumilum).

109. Venas libres; laminas simples a tres veces pinnadas............. Asplenium
109. Venas en reticuladas; laminas simples.
110. Indusio presente; laminas sinescamas.......................... Holodictyum
110. Indusio ausente; laminas con escamas diminutas en el
BNV . e Pleopeltis
107. Laminas simples; la mayoria de los soros dobles cara a cara en venas
adyacentes.
111. Laminas linear-lanceoladas, de 7 a 24 cm de longitud, 4 a 8 veces mas
larga que anchas; estipitesverdes..............cccooiiiiiiiiiianinnanne Asplenium
111. Laminas flabeladas, de 2 a 6 cm de longitud, tan anchas como largas;
estiptle atropplreos. ... ... e Schaffneria

102. Soros redondos (a ligeramente oblongos).
112. Helechos arborescentes, con troncos de 2 a 20 m de alto, frecuentemente
con frondas grandes; indusio globoso, con forma de copa o escama, soros
sujetos en la base o indusio ausente.

113. Escamas del estipite lineares, blanquecinas, con dientes marginales,
cortos, negro; células de la escama de forma, tamafio y orientacion uniforme;
INAUSIO GIODOSO. ..o Sphaeropteris

113. Escamas del estipite anchamente ovadas a lineares, blanquecinas a
atropurpureas, sin dientes marginales negros (excepto en Cyathea bicrenata
y C. myosuroides); células de la escama diferentes en tamafio, forma y
orientacion (C. myosuroides algunas veces ligeramente asi); indusio globoso,
con forma de copa o0 escama, 0 ausente.

114. Escamas del estipite, raquis y costa sin tricomas aciculares negros; base
del estipite no espinosa, o si tiene espinas, estas no de color negro..Cyathea
114. Escamas del estipite, raquis y costa con tricomas aciculares, negros,
setosos; base del estipite, generalmente espinosa, las espinas negras y
HOIAAS . v s e e e e Alsophila
112. Helechos no arborescentes; indusio variado o ausente.
115. Frondas grandes, de 2 a 4 m de largo; rizomas con escamas o tricomas.

116. Soros con indusio en forma de disco; izomas conescamas..............Cnemidana
116. Soros sin indusio; rizoma con fricomas densos y largos.
117.Frondas de 3 a 4 veces pinnadas, envés glauco................... Lophosoria
117. Frondas una vez pinnada, envés noglauco............................ Metaxya

115. Frondas generalmente de menos de 2 m de largo; rizoma con escamas.
118. Laminas simples; estipite claramente articulado sobre filopodios de 5 a 10
(-30) mm de largo; venas libres, mas o menos paralelas; soros con
INAUSIO: s nmsumsn s s s T s s e Oleandra
118. Laminas simples a varias veces divididas; estipites no articulados, o si lo
estan, entonces se desprenden facilmente del rizoma, sin filopodios, o si
estan presentes, estos de menos de 5 mm de longitud; venas libres o
anastomosadas, no paralelas; soros con indusio o sin él.
119. Lamina simples a una vez pinnada; sin indusio.
120. Frondas con tricomas largos, o glabras, esporas tetraédricas, verdes.
121. Hidatodos ausentes o inconspicuos en el haz.
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122. Laminas simples subdimérficas, la lamina estéril y por lo menos la
porcion estéril de la lamina fértil serrada-
dentada.....c.oooininnmmnmansnsnngy Cochlidium (serrulatum)

122. Laminas simples a pinnadas, no subdimorficas, no diferenciadas
en porciones estériles y fértiles.

123. Soros en hojas jovenes con parafisis conspicuos y globosos,
estos mas o menos blanquecinos, algunas veces
amarillentos.............ccooiiiiiiiii e Cerademia

123. Soros sin parafisis globosos y conspicuos................. Enterosora

121. Hidatodos presentes en los apices de las venas del haz.

124. Laminas simples, repandas o al menos serrada-dentadas en la
hoja estéril, o en la porcion estéril de la hoja fértil; setas castafias
AUSENES. ... Cochlidium

124. Laminas profundamente lobadas a pinnadas en la porcion fértil;
tricomas frecuentemente ramificados; setas castafias presentes o
ausentes.

125. Escamas del rizoma fuertemente clatradas, algunas veces
iridiscentes, enteras, sin cilios o setas marginales, pero algunas
veces glandular en el apice; rizomas largos o cortamente
rastreros, dorsiventral; estipite y/o raquis generalmente con setas
CASHENAS o e e Melpomene

125. Escamas del rizoma clatradas o no, cuando clatradas, estas
generalmente con pelos marginales; rizomas compactos y
simétricos radialmente o algunas veces cortamente rastrero;
estipite y/o raquis con setas castafias o pelos hialinos.

126. Venacion de las pinas simple o con una ramificacién sencilla
acroscopica; laminas de menos de 1 cm de ancho, lineares.
127. Escamas dI rizoma clatradas, negruzcas a pardas; venas de
las pinnas simples; setas castafias ausentes en los ejes y en
1aS AMINASE: o uovnmss s e asses st Lellingeria
127. Escamas del rizoma concoloras, doradas a castafias, no
clatradas; venas de las pinnas simples o con una ramificacion
simple acroscépica; setas castafias generalmente presentes
enelraquisyenlamina.............................. Micropolypodium
126. Venacion de las pinnas ramificada mas de una vez; laminas de
mas de 1 cm de ancho, lineares a angostamente ovadas.
128. Escamas del rizoma clatradas, setosas; soros generalmente
ligera o profundamente hundidos; estipite y raquis con pelos
y/o pequeiias setas hialinas de 0.1 a 0.3 mm de largo, sin setas
castafias; rizoma radialmente simétricos................. Lellingeria
128. Escamas del rizoma no clatradas; soros superficiales (no
hundidos); estipite y raquis con setas castafias, generalmente
de mas de 0.5 mm de largo; rizomas cortamente rastreros a
ascendentes, frecuentemente dorsiventrales... Terpterpsichore
120. Frondas con escamas, al menos en la base, o glabras; esporas
bilaterales, doradas o blanquecinas.
129. Laminas simples.

130. Soros en una hilera en cada lado de la costa.

131. Soros redondos, con parafisis ramificada
filamentosa........................ Microgramma

131. Soros ovales a elongados, con parafisis peltada en forma de
escama (a menudo desprendidas cuando el soro
IVVRAUITA o oo R S SR AR ST Pleopeltis

130. Soros en 2 o mas hileras en cada lado de la costa.

132. Soros en 2 hileras entre la vena media y la lateral; soros sin

parafisis; esporangios glabros.......................... Campyloneurum
132. Soros en una hilera entre la vena media y la lateral; soros con
parafisis; esporangios con pelos multicelulares.............. Niphidium

129. Laminas pinnatifidas, pinnadas, o mas veces divididas.
133. Venas libres.
134. Escamas del rizoma peltadas, clatradas o no; estipite acanalado,
color paja raramente oscuro; laminas pinnatifidas, pectinadas o
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completamente pinnadas a partr de la base de la
lamina... ... Polypodium
134. Escamas del rizoma basalmente unidas, nunca clatradas;
estipite terete, negro a pardo-rojizo; laminas pectinadas...Pecluma

133. Venas reticuladas.
135. Soros con parafisis peltados, parecidos a escamas, (a menudo

desprendiéndose cuando el soromadura..................... Pleopeltis
135. Soros con paréfisis filamentosos o ramificados, o parafisis
ausente.

136. Soros en las uniones de dos venas; areolas costales sin venas
incluidas, algunas areolas adicionales sin venas incluidas, otras
solo con una vena incluida, y otras mas con dos venas incluidas;
soros sin parafisis; esporangios glabros................. Phlebodium

136. Soros terminales sobre venas libres, areolas con una vena
incluida; soros con parafisis o sin ellas; esporangios glabros o
SEI0SOS. .. oo Polypodium

119. Laminas de 1 a 4 veces pinnadas; soros cominmente con indusio (si no
hay indusio, las laminas mas de una vez pinnadas).
137. Indusio que forma una capucha o copa basal.

138. Indusioenformadecapucha..................................... Cystopteris
138. Indusio en forma de copa o con 4 Iébulos aplanados bajo del soro,
los I6bulos algunas veces fimbriados.................................. Woodsia

137. Indusio reniforme, peltado o ausente.
139. Venas reticuladas.
140. Estipite con dos haces vasculares; laminas con fricomas

ACICUIATES. ... Thelypteris
140. Estipite con mas de dos haces vasculares; laminas sin tricomas
aciculares.
141. Venas anastomosandose solo hacia el margen de la pinna;
IAMINAS CONMACEES. ..o v Phanerophlebia
141. Venas fina y abundantemente anastomosadas a lo largo de la
pinna; laminas herbaceasacartaceas............................. Tectaria

139. Venas libres.
142. Indusio peltado (algunas veces se marchita y cae

tempranamente).

143. Frondas de 7 a 10 cm de largo; laminas pinnada-
pinnatifida............................ Adenoderris

143. Frondas de (-15) 30 a 200 cm de largo; lamina 1 a 3 veces
pinnada.

144. Lamina de 2 a 3 veces pinnada, si una vez pinnada, mas de
20 pares de pinnas por hoja (Polystichum acrostichoides, P.
munitum) o menos de 2.5 cm de largo (P. muenchii) y no
reducidas proximalmente.................................... Polystichum

144. Lamina una vez pinnada, menos de 20 pares de pinnas por
hoja, o si mas de 20 pares entonces de 2 a 5 pares de pinnas
proximales reducidas.

145. Pinnas proximales no cortas o deflexas; pinnas menos de 20

pares porhoja................cooooiiiiii Phanerophlebia
145. Pinnas proximales de 2 a 5 pares, algo cortas y deflexas;
pinnas 30 omas pares porhoja.......................... Cyclopeltis

142. Indusio reniforme o ausente.

146. Base del estipite con dos ramas vasculares; laminas con
IHCOMASTACIEUIANES. . cvunvswssumssmmmusms s s Thelypteris
147. Lamina 2 veces pinnada-pinnatifida............. Macrothelypteris
147. Lamina simple o pinnada a pinnada-pinnatifida...... Thelypteris

146. Base del estipite con mas de dos ramas vasculares; lamina sin
tricomas aciculares.

148. Laminas una vez pinnada.

149. Pinnas delgadas, oblongas a cercanamente deltadas, a
menudo abscisas, frecuentemente con puntos limosos en el
haz; soros con indusio; plantas con delgados pero fuertes
estolones. ... Nephrolepis
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149. Pinnas coriaceas, ovadas a linear-lanceoladas, no
abscisas, sin puntos limosos en el haz; soros sin indusio;
plantas sin estolones................................... Phanerophlebia

148. Laminas mas de una vez pinnadas.
150. Laminas catadromas, al menos en su porcién proximal.

151. Tricomas de mas de 0.5 mm de largo en los ejes del haz,
blanquecinos, aciculares, redondos al menos en su base;
venas basales basiscopicas que surgen de la costa en lugar
de las costula; apice de las venas en el haz, con forma de
clava; indusioausente........................c....l. Megalastrum
151. Tricomas de menos de 0.5 mm de largo en los ejes del
haz, rojizos, con apices romos, aplanados, células
adyacentes retorcidas; venas basales basiscOpicas que
surgen de la costula; apices de las venas en el haz, no con

forma de clava; indusio presente o ausente.
152. Yema del raquis presente cerca del apice de la
lamina................. Lastreopsis

152. Yema del raquis ausente.

153. Raquis y costa en el haz con tricomas pluricelulares,

OIS, FOJIZOS, .ovonsiscunuisncusenmommensssmmsasssais Ctenitis
153. Raquis y costa en el haz sin tricomas pluricelulares,
COMOS, TOJZOS .. .vc s svsnsssissasminses sunnanaasis Dryopteris

150. Laminas anadroma.
154. Indusio ausente.
155. Laminas pinnada a pinnada-pinnatifida; segmentos

redondeados o agudos en el apice.......... Stigmatopteris
155. Laminas de 2 a 4 veces pinnadas.
156. Segmentos redondos en el apice........... Megalastrum
156. Segmentos espinulosos o mucronados en el
APICE. .o Polystichum

154. Indusio presente.
157. Laminas de 3 a 4 veces pinnada; segmentos
mucronados, verde oSCcuros..................... Arachniodes
157. Laminas de 2 a 3 veces pinnada; segmentos verdes a
verde amarillento, con apice agudo a acuminado, pero
O MOCTONAd0 - v s nrs s Dryopteris
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Figura 1. Briofitas. a) Marchantia polymorpha L., b) Anthoceros sp., ¢ y d) Polytrichum

sp. (Tomado de Mendoza y Ceja 2014).
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Figura 2. Licofitas y helechos. a) Psilotum sp., b) Selaginella sp., c) Isoétespringlei Underw.
y d) seccibn transversal de un soro (Tomado de Mendozay Ceja, 2014).
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Figura 3. Licofitas y helechos. a) Lycopodium sp., b) Selaginella sp., c¢) Equisetum arvense
L. con detalle del estrébilo, d) Polypodium sp. fronda con soros y escamas, €) soros desnudos
en Polypodium sp. y f) soros costales en Blechnum sp. (Fotografias: Carlos Castillejos).
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Figura 4. Monocotiledénea. a) seccidén transversal de raiz, b) seccién transversal de

tallo, ¢) morfologia de la hoja y d) seccion transversal de la lamina. (Tomado y modificado de
Raven et al.,1999).
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Figura 5. Eudicotiledénea con crecimiento primario, a) seccion transversal de raiz, b) cilindro vascular
de raiz, c) seccidn transversal de tallo y d) seccion transversal de hoja (Tomado y modificado de Raven
et al., 1999).



