Capitulo 1
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El mundo microscopico nos ofrece una variedad de formas, texturas y confornos enormemente diversos. Mdas
allé de lo que pueden alcanzar a diferencias nuestros ojos (aproximadamente 0.2 micras [um] de resolucion),
se esconde todo un microcosmos lleno de vida. El desarrollo del microscopio optico nos permitio estudiar
los microorganismos de una manera mucho mds detallada y objetiva; a su vez, posibilitd el avance sobre
el conocimiento de la esfructura y funcionamiento de las células como unidades estructurales y basicas de
todos los seres vivos. Actualmente en un laboratorio bdsico de biologia es fundamental y obligatorio tener
al alcance este instrumento de estudio, como parte del desarrollo y aplicacion de las practicas integrales en
formacion en ciencias naturales.

En este documento se recopilan un pequefio numero de practicas basicas de biologia enfocadas a la
comprension de varios aspectos que pueden ser aplicadas por docentes y estudiantes por igual. El lector
también corresponderd con el hecho de que la mayoria de las prdcticas pueden ser realizadas con el uso de
pocos insumos y reactivos que pueden ser obtenidos facilmente. Dos prdcticas revisan el funcionamiento de
equipos de observacion tales como el microscopio optico y el estereoscopio microscopio. Tambien existen tres
practicas dirigidas al estudio de las células vegetales, los tejidos animales y la compresion de la diferenciacion
e identificacion de bacterias mediante tincion Gram.

Prdactica 1. Uso del microscopio optico

Resultados de aprendizaje

Actitudinal

Realiza las observaciones mi-
croscopicas con el fin de esta-
blecer las diferencias entre las
parfes del microscopio y su uso
eficiente en laboratorio

Conocimiento

Identifica cuales son las princi-
pales caracteristicas de los or-
ganismos a escala microscopica
gracias al manejo correcto del
microscopio en el laboratorio

Desempeiio

Afiende a las explicaciones del
docente sobre la forma de ha-
cer y observar a fraves del mi-
Croscopio

Conocimientos previos

El ojo humano percibe dimensiones con diferentes escalas, una de ellas se determina por el poder de resolucion
que aumenta la agudeza visual del ojo, es decir, la capacidad de percibir dos punfos muy cercanos entre si




como elementos separados (por ejemplo, el punto sobre lai). Asi, el promedio de agudeza visual de nuestros
ojos es de unos 0,2 milimetros (mm) (Kremer, 2012).

Debido a esta falta de agudeza y resolucion visual en el siglo XVII, Robert Hooke (1665), cientifico ingles,
utilizo un equipo optico sencillo, descubrio alas células y las describio en su obra Micrographia.

Hooke examind un pedazo de corcho y dibujé y describio lo que vio. Hooke eligio el término célula porque
el tejido le recordaba las pequefias habitaciones en las que viven los monjes. Sin embargo, lo que Hooke
vio no eran realmente células vivas, sino las paredes de las celulas del corcho muertas. Mucho después los
cientificos reconocieron que el interior encerrado por las paredes es la parte importante de las células vivas
(Solomon et al,, 2013).

Paralelamente, Anfonie van Leeuwenhoek estudio las células vivas con unas pequefias lentes que habia
pulido ya que él era un experto en el arte de pulir lentes, creando asi el primer microscopio con el cual pudo
ampliar las imagenes mas de 200 veces. Entre sus descubrimientos importantes estdn las bacterias, los pro-
tistas, las celulas de la sangre y los espermatozoides. Sin embargo, a su muerte no compartio sus fécnicas
y solo 100 arios después los microscopios se perfeccionaron lo suficiente para que los bidlogos centraran
seriamente su atencion en el estudio de las células (Audesirk et al., 2013).

El microscopio es un equipo optico usado para observar objetos o muestras diminutas de cualquier tejido
o sustancia y de famafios en escalas de micras que a simple vista no podemos ver. Asi, el microscopio optico
(MO) sencillo es el equipo utilizado por la mayoria de los estudiantes; consiste en un tubo con lentes de vidrio en
cada extremo. Como contiene varias lentes, el microscopio dptico moderno se denomina microscopio com-
puesto. La luz visible pasa a traves de la muestra que se estd observando y por medio de una primera lente,
que refracta (desvia) la luz y se ampliala imagen (Solomon et al, 2013; Torre et al, 2005). La imagen obtenida
pasa a un segundo lente (el ocular, el cual actia como una lupa) y se constituye en una imagen invertida de
mayor tfamafio (Deliame, 2014), siendo esta una imagen real aumentada e invertida (figura ).

Entonces, esta imagen obtenida con el microscopio dptico (MO) se conoce como micrografia dptica (So-
lomon et al., 2013). Por ejemplo, al no observarse a simple vista las células fanto procariotas como eucariotas,
se requiere de un microscopio, el cual dard una imagen aumentada de estas que depende de:

El objeto por estudiar. - Lafuente de iluminacion. - Elsistema optico utilizado.

Figura I Recorrido de la luz desde la fuente, pasando a través de los diferentes lentes de
un microscopio compuesto, hasta el observador
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Nota Tomado de Megias et al (2023).




Cuando se habla de nitidez existen dos caracteristicas de un microscopio que la determinan, con la que se
puede ver un objeto pequefio: el aumento y el poder de resolucion. El aumento es la relacion entre el tamafio de
laimagen vista con el microscopio y el tamafio real del objeto. Los mejores microscopios opticos normalmente
amplian un objeto mds de 2000 veces. Por su parte, la resolucion (o poder de resolucion), es la capacidad
para distinguir detalles finos en una imagen; se define como la distancia minima entre dos puntos a la cual
ambos se pueden ver por separado y no como un Unico punto borroso. El poder de resolucion depende de
la calidad de las lenfes y de la longitud de onda de la luz de iluminacion. Conforme disminuye la longitud de
onda, la resolucion aumenta (Solomon et al., 2013).

La luz visible utilizada por los microscopios pticos tiene longitudes de onda que oscilan de aproximada-
mente 400 nandmetros (nm, violeta) a 700nm (rojo); esto limita la resolucion de los microscopios dpticos a
detalles no mas pequefios que el didmetro de una célula bacteriana pequefia (aproximadamente 0,2um). A
principios del siglo XX, se tuvo disponibilidad de versiones mds refinadas del microscopio dptico (Solomon et
al., 2013; Megias et al, 2023).

Conceptos

Célula: unidad funcional y estructural de la vida. Se han descrito dos fipos de células, las procariotas y las
eucariotas. Las primeras de menor tamafio (0.2 a 10pum) y sin membranas internas u organelos. Las células
eucariotas presentan mayor famafio (10 a100um) y membranas internas que han originado a los organelos.

Laminas o cubreobjetos: fambién llamadas portaobjetos son simples laminas de vidrio rectangulares con un
maximo de 1 mm de grosor y dimensiones estandar de 76 x 26mm con bordes pulidos o degastados.

Laminillas o portaobjetos: compuestos de vidrio muy delgado con forma cuadriculada de menos de 0.17mm
de grosor con un drea desde 18 x 18mm hasta 24 x 24mm. Se manipulan con pinzas.

Microscopio: equipo optico creado por Anfonie Van Leeuwenhoek a finales del siglo XVII, con el que se puede
observar las células o tejidos que a simple vista no se pueden observar. Existen varios tipos de microscopios
como son los electronicos, confocales, de fluorescencia, de barrido, de fransmision electrénica, hasta los mds
simples como el éptico (monocular o binocular).

Materiales y recursos pedagoégicos

Materiales Reactivos
Micropreparados: uno con 4 tipos de fibras (Nylon, Aceite de inmersion.

algodon, seda y lana), ofro con un ala de insecto y
uno con tejido muscular.

Equipos

Microscopio optico (se recomienda tener siete microscopios para un grupo de 28 estudiantes).




Equipo de seguridad
Bata de laboratorio blanca. - Tapabocas quirurgicos.
Guantes quirdrgicos desechables. - Kit de bioseguridad.

Material por parte del estudiante

Corta vidrios o destornillador con punta afilada. - Laminillas o cubreobjetos.
Papel para limpiar lentes (papel de arroz). - Lapiz, Boligrafo y Marcador de vidrio.
Libreta de apuntes o cuaderno de notas. - Borrador.

Laminas o portaobjetfos.

Procedimiento

Reconocimiento de las partes del microscopio, cuidados y
limpieza. su funcionamiento, y el calculo del aumento total
de cada uno de los objetivos.

El o la docente dard una insfruccion a los estudiantes sobre las partes del microscopio.

Partes del microscopio éptico. Las partes del MO se observan en la figura 2 para que el estudiante co-
mience a familiarizarse con cada una de ellas (Guzman, 2015; Pérez, 2014).

Oculares Tubo de observacidn (cabezal)

_ Figura 2 El microscopio optico (MO)
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Descripcion de las partes del MO:
1. Tubo optico: donde se encuentra ubicado el ocular.
2. Ocular: lente situada cerca del ojo del observador (10X).

3. Objetivos: lentes situadas cerca del objefo que se quiere observar, suelen ser infercambiables y el poder
de aumento puede ir desde 5X hasta 25X.

Caracteristicas del objetivo. El objetivo es quizas la parte mas importante del microscopio, en este se
encuentra la mayor parte de la capacidad de aumento del equipo debido a los distintos lentes ubicados en su
interior. El objetivo posee una serie de informacioén inscrita en su parte externa que es Util saber para realizar
adecuadas observaciones y estimar su capacidad operativa (figura 3).

Figura 3 El lente objetivo del microscopio
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Nota. Tomado de Guzmadn (2015).

Magnificacién o aumento: un numero seguido de una equis sefiala el aumento del objetivo, infor-
mando de las veces que aumenta la muestra.

Apertura numérica: marca la inclinacion del cono de luz incidente que capta el objetivo. Entre mas
alto, mejor la resolucion.

Sistema 6ptico o Longitud del tubo: distancia en mm que debe tener desde el ocular hasta el ob-
jetivo para observar la imagen. Un signo infinito (e) informa de que los rayos de luz salen del objetivo
de forma paralela.

Espesor recomendado del cubreobjetos: esta cifra hace referencia al grosor que debe tener el por-
taobjetos utilizado para tener una menor aberracion optica. La cifra se marca en milimetros.

Numero de campo: con el cual se puede conocer el famario de campo en el plano de la muestra.
Los objetivos mds comunes en uso se muestran en la figura 4. Estos se clasifican en:
Secos: 4X, 10Xy 40X.

De inmersién: 100X, que se ufiliza con aceite de inmersion, generalmente de cedro.




Figura 4 Objetivos

Nota. Los objetivos estdn en la parte _ _
del microscopio llamado revolver. R _—

Revolver: consta de un sistema giratorio que soporta a los objetivos y permite cambiarlos a voluntad.

Platina: plataforma plana constituida por materiales como porcelana, metal u ofros con forma cua-
drada o circular y con una apertura para colocar y observar la muestra. Ademds, la mayoria de
microscopios actuales posee un sistema de fornillos para desplazar la muestra y hacer multiples
observaciones a lo largo del preparado.

Condensador: contiene un sistema éptico que concentra los rayos de luz de la lampara sobre la
muestra.

Tornillos macrometrico y micrometrico: dos dispositivos mecdnicos que acercan la muestra alos lentes
de los objetivos. El primero realiza movimientos amplios; mientras que el ultimo ajustes precisos.

Brazo: soporta el tubo y permite el movimiento de los tornillos macrometrico y micrometrico.

Lampara: mecanismo eléctrico que suministra la luz que recorre el sistema éptico para observar
la muestra.

Limpieza del microscopio. Todo microscopio debe mantenerse aislado del polvo, ya que este puede
dafiar los oculares y objetivos. Para esto siempre debe estar cubierto por un protector, el cual se quita anfes
de ser usado y nuevamente se coloca sobre el microscopio para protegerlo. La limpieza del microscopio se
realiza con papel de arroz y de acuerdo con lo indicado por el o la docente.

Funcionamiento del microscopio (Kremer, 2012).

Tomar una ldmina y realice rayones sobre esta con ayuda de un corta vidrios o con la punta aofilada
de un destornillador (hacer esta operacion con sumo cuidado evitando cortadas).

Ubicar la lamina sobre la platina teniendo en cuenta que el o los rayones queden hacia arriba.
Asegurar la lamina con la pinza giratoria del carro del microscopio.

Encender el microscopio (el inferruptor de la luz se encuentra en la base del microscopio como lo indicod
el docente en la primera parte de esta prdctica).

Observar un campo diminuto en el orificio de la platina que atraviesa la lente superior del condensador.
Este campo que atraviesa la luz es llamado "diafragma’ y frabaja igual ala pupila de los ojos humanos.




Girar los objetivos en la parte superior del microscopio (revolver) y fije el objetivo 4x en esta parte.
Observar a fraves de los oculares como lo indica la o el docente.
Corregir lailuminacion con la apertura del diafragma de acuerdo con lo indicado por la o el docente.

Manteniendo el ojo muy cerca alos oculares, girar despacio el fornillo macromeétrico. Asi la platina que
contiene el carro se mueve de abajo hacia arriba.

Redlizar el giro hasta que se hagan visibles los primeros confornos medianamente claros de la muestra
(rayones).

Ajustar la vision con el fornillo del micrometro.

Nota 1. La mayor parte del fiempo deberd dejar una mano sobre el fornillo del micrometro. Para ajustar la
nitidez en las distintas dreas del objeto que desees ver a medida que avanza en su observacion.

Ubicar el siguiente objetivo 10X en la parte superior.
Corregir la apertura del diafragma como lo indico la o el docente.

Notar que la parte de la muestra seguird estando mds o menos en el centro del campo visual. Solo
se ve mds cercana.

Enfocar la vision con el tornillo micromeétrico. A veces se debe subir un poco el carro con ayuda del
tornillo del macro.

Realizar estos cuatro Ulfimos pasos para observar la muestra con los demas objetivos (40X y 100X).
Dibujar y describir lo que observa con cada objetivo (4X, 10X, 40X y 100X).

Repetir el procedimiento anterior con cada uno de los micropreparados, las fibras con diferentes pa-
trones y las alas de insecto.

Realizar el cdlculo del aumento de cada objetivo, como se menciona a continuacion.

Cadlculo del aumento total. Para saber estimar el aumento fotal multiplicar el numero de aumentos del
ocular por el numero de aumentos del objetivo que se esté utilizando. El nimero de aumentos se encuentra
grabado en cada lente, junto con el simbolo X.

Aumento total = Aumento del ocular - Aumento del objetivo

Finalmente:
Registrar las observaciones para cada muestra dada por la o el docente (para cada objetivo utilizado.

Recomendaciones. Cuando observe cada uno de los micropreparados, mantenga siempre ambos ojos
abiertos, incluso en instrumentos con un solo ocular. Con la practica podrd incluso observar y dibujar al mismo
tiempo. Otfro de los errores comunes de los principiantes es enfocar la vista a la misma distancia al a que
se lee usualmente. Este proceso tensa los musculos oculares y cansan la vision en poco fiempo. Por eso lo
conveniente es enfocar la vista con los musculos relajados como si se trafara de observar un paisaje lejano.
Cuando se canse de la vista al tensionar los musculos del cristalino al observar de cerca, repose un momento
y enfoque un plano distante como una ventana y con la misma posicion vuelva a seguir con la observacion
con el equipo (Kremer, 2012).




Manual de practicas de laboratorio

Analisis de datos

Realice los siguientes ejercicios y de sus respectivas respuestas. El estudiante debe tener especial atencion en
registrar los cuidados y recomendaciones anfes, durante y despues del uso microscopio compuesto.

1. Use un diagrama de flujo combinado con dibujos a mano alzada para colocar cada uno de los pro-
cesos realizados enla practica siguiendo un orden cronologico. Desde el reconocimiento de cada una
de las partes del equipo, pasando por el encendido, calibracion optica segun el usuario, montaje de
la muestra, cambios de enfoque y de aumentos progresivos hasta el aumento de 40X.

2. Caleule el aumento obtenido con el uso combinado de los oculares y cada uno de los objetivos. Coloque
sus respuestas en el siguiente cuadro:

Aumento de Cada Aumento combinado
Aumento del Ocular _ .
Objetivo obtenido
4X 40
10X 100
10X
20X ‘ ?
100X ‘ ?

3. Registre y describa las observaciones de las fres muestras para cada objetivo utilizado siguiendo el
patron de figuras que se muestra abajo.



4. Descripcion de la observacion

Recuerde

Para el micropreparado de las fibras dibuje los patrones y la distribucion de las fibras de cada fipo, asi como
el cambio en la medida que se realiza con el incremento de la magnificacion dada por cada objetivo. Para
la muestra de ala de insecto dibuje los patrones y estructuras. Luego, identifique las partes que se observan
en la siguiente figura.

#ntenodal
cross veins

celdilla
discal

Nota. Anatomia de un ala de insecto. Tomnado de ABA6 (2014).

Para el micropreparado de fejido muscular observe y determine la forma de las células y su disposicion es-
pacial en cada uno de los objetivos.

Recomendaciones para la presentacion de los recursos y la discusion

En los resultados deben estar fodas las observaciones y registros realizados durante la practica. Poner especial
atencion en el orden de los procesos y fecnicas utilizadas.

En la discusion de resultados deben analizar cudles son las dificultades relacionadas al uso y observacion
del equipo y por que estas se presentan al realizar el tipo de observaciones registradas. Analizar y revisar por
qué los procesos de enfoque difieren de acuerdo con el observador y la importancia del uso del equipo en




estudio de los seres vivos. Con respeto al andlisis de los micropreparados, especificamente con el micropre-
parado de las fibras; deberdn discernir si las distribuciones y ordenamientos espaciales determinan algunas
propiedades o caracteristicas de cada material. En la observacion del ala de insecto y del tejido muscular
mencionen y discutan si también existen relaciones de forma-funcion y su importancia.

Lo realizado en la practica debe estar reflejado y revisado en el contenido de la libreta. Se elige una sola
lioreta por grupo, asi que todos deben tener la libreta al dia a lo largo del semestre y por cada practica rea-
lizada.

Conclusiones

Elabore fres (3) conclusiones respecto a sus hallazgos en la practica.

Entregable (informe)

Ver la informacion al respecto ubicada al inicio de este manual.
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Practica 2. Morfologia de animales a través del estereoscopio

Resultados de aprendizaje

Actitudinal Conocimiento Desempeiio

Asume la importancia de los

Establece diferencias y similitu- Identifica cudles son las princi- _ _
o L organismos multicelulares para
des entre los principales grupos pales caracteristicas de los or- _ _ _
: . . _ el funcionamiento de la vida en
de organismos pluricelulares ganismos metazoarios

la tierra

Conocimientos previos

El estereoscopio o microscopio estereoscopico posee dos lenfes objetivos y tiene una profundidad de foco
bastante mayor que la del microscopio compuesto; ambas caracteristicas le permiten producir imagenes
tridimensionales. El poder de resolucion y de aumento del estereoscopio son considerablemente menores
(entre siefe y 40 aumentos generalmente, maximo hasta 100) que las del microscopio compuesto. Por esta
razon el estereoscopio se utiliza para estudiar objetos y especimenes relativamente grandes (razon por la cual
también se le llama microscopio de diseccion) (de Paz y Flores, 2016; Cardenas et al., 2015).

En si, las partes de este instrumento (figura 1) son prdcticamente las mismas que las del microscopio
compuesto. Es un equipo donde dos imagenes del mismo objeto se presentan al mismo tiempo, una a cada
ojo, fomadas desde angulos levemente diferentes; estas se observan a traves de dos objetivos con lentes
separadas e inclinadas para que coincidan y se unan las dos imagenes en una fridimensional (Carmona, 2016).

Figura 1 Partes del microscopio de diseccion

Oulares

2

Austesde los dioptnas Ziowrn
s~ Brazo del microscopio
lirminackin
Soporie de los oculanes - Lt refieiada)
n

Ajuste regulador

Objotivg = auimeniod
Blogue
Plating pbrtdmunl:rai ~
e o
) A
Base del microdoopin = #‘ ‘ lurmdnacicn

Nota. Tomado de Pérez (2018).




Uso del microscopio estereoscépico

Usualmente la mayoria de los microscopios de diseccion no poseen un botén de ajuste micrometrico. La fuen-
te de luz (Idmpara) puede estar separada del microscopio y ser situada en el brazo, debajo o al nivel de la
plafina. Muchos microscopios de diseccion no tienen objetivos separados para incrementar el aumento, pero
tienen un botén de aumento (zoom) que puede acrecentarlo o disminuirlo. Las muestras son ubicadas sobre
la platina, que se le mueve a mano. La luz puede ser transmitida a través de la placa, ajustando el espejo
debajo de la muestra o la muestra puede observarse con luz proveniente de la parte superior (Riley, 2003).

Materiales y recursos pedagégicos

Materiales
Pinzas de diseccion. - Vidrio de reloj.
Gotero. - Cajade Peftri
Reactivos
Glicerol.
Equipos

Estereoscopio (se recomienda tener tres estereoscopios para un grupo de 15 estudiantes).

Equipo de seguridad
Bata de laboratorio blanca. - Tapabocas quirdrgicos.
Guantes quirdrgicos desechables. - Kit de bioseguridad.

Material por parte del estudiante

Papel de arroz para limpiar lentes.
Portaobjetos o laminas de vidrio.
Cuaderno de notas o libreta de apuntes.
Lapiz, boligrafo y marcador de vidrio.
Borrador.

Organismos de grupos tfaxondmicos: insectos, macroinvertebrados, microinvertebrados, crustaceos y
aracnidos; previamente preparados y conservados por los estudiantes.




Manual de practicas de laboratorio

Procedimiento

A continuacion, se indican los pasos para realizar un uso adecuado y obtener observaciones acordes para
identificar la anatomia externa de cada uno de los organismos problema de los fres grupos faxonomicos:

1. Reconocer las partes del equipo conforme al modelo de microscopio que esté utilizando.

2. Revisar la limpieza y estado del microscopio estereoscopico antes de comenzar a utilizar el equipo.

3. Conectar y encender el equipo.

4. Ubicar un objefo (una de las muestras de organismos) en una caja de Petri, o sobre un vidrio de reloj,
y colocarlo en la parte central de la placa de observacion.

5. Con el fornillo de enfoque bajar lo mdas posible el microscopio sin tfocar su material de observacion.

6. Observando por los oculares, subir lenfamente el microscopio hasta observar su material.

7 Ajustar la abertura interpupilar de tal manera que vea un solo circulo de observacion.

8. Ajustar la nitidez de su material observéndolo a fraves del ocular fijo.

9 Ajustar la nitidez del ocular movil.

Registrar las observaciones para cada muestra y por cada aumento realizado.

Estereoscopio
Muestra

Observacion 3D Descripcion

Ardcnido

Insecto

Macroinvertebrado




Crustdceos

Microinvertebrados

Recomendaciones para la presentacion de los resultados y la discusion

A la hora de realizar la discusion de los datos tengan en cuenta las diferencias dpticas y mecdnicas entre
un microscopio compuesto y uno de diseccion. Una adecuada conservacion vy fijacion de las muestras es
imporfante para poder obtener observaciones de calidad (deben sacrificar previamente a los organismos y
fijarlos con dlfileres con punta sobre una base de espuma blanca, o sacrificarlos el dia anterior y fraerlos en
un recipiente de vidrio o de pldstico estéril y con tapa).

Durante el registro de las observaciones realice dibujos desde varias perspectivas y enfocando diferentes
segmentos para cada muestra; también mencione los nombres de las principales estructuras. Seria aconse-
jable registrar la funcion del organismo en el sistemna donde fue obtenido (ecologia).

Lo realizado en la practica debe estar reflejado y revisado en el contenido de la libreta. Se elige una sola
libreta por grupo, asi que todos deben tener la libreta al dia a lo largo del semestre y por cada practica rea-
lizada.

Conclusiones

Elabore tres (3) conclusiones respecto a sus hallazgos en la practica.




Entregable (informe)

Ver la informacion al respecto ubicada al inicio de este manual.
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Practica 3. Elaboraciéon de un modelo del
funcionamiento de un tejido animal

Resultados de aprendizaje

Actitudinal Conocimiento Desempeiio

Estimula el reconocimiento de

las estructuras y funciones de Comprende las principales fun-
las agrupaciones celulares para ciones de los tejidos de los ani-
formar tejidos animales a través males

de imagenes en 3D

Relaciona las funciones de los
tejidos, su papel parala vida, la
salud, su respectivo cuidado y
profeccion

Un tejido (del latin texere=tejer) es un conjunto de células, matriz extracelular y fluido corporal. Las células de un
tejido trabajan de manera coordinada para llevar a cabo una o varias funciones en un organismo multicelular:
Estas células se unen y comunican entre si por medio de interacciones directas enfre estas, o a fraves de las
moléculas que se encuentran entfre estas y que forman la matriz extracelular. Hay cuatro fipos bdsicos de teji-
dos presentes en los animales: conectivo, epitelial, muscular y nervioso (Megias et al, 2023; MedlinePlus, 2023).

El estudio de la organizacion tisular de los seres vivos es la piedra angular para el entendimiento de los
procesos morfologicos, fisiologicos, ontoldgicos, evolutivos, inclusive genéticos, que suceden en los organismos
multicelulares.

Conceptos

Tejidos epiteliales: conformados por células estrechamente ajustadas entre si para formar una capa o una
lamina continua de células. Una superficie de la ldmina suele estar expuesta porque cubre el cuerpo (capa
exferna de la piel) o reviste una cavidad, como el lumen (la cavidad en un érgano hueco) del intestino. La otra
superficie de una capa epitelial se adhiere al tejido subyacente por medio de una membrana basal no celular
que consta de fibras diminutas y material polisacdrido inerte producido por las células epiteliales (Solomon
et al, 2013).

Las funciones de los epitelios son muy variadas: proteccion frenfe a la desecacion o la abrasion, filfracion,
absorcion selectiva, secrecion, infercambio de gases y ofras moléculas y fransporte de sustancias por su su-
perficie. Ademds, pueden poseer células que actuan como células sensoriales (figura 1). Los tejidos epiteliales
se pueden clasificar de a acuerdo con:

La forma de las células (aplanadas, cubicas vy cilindricas).
El numero de capas (simples, pseudoestratificados y estratificados).
Si son de revestimiento o glandulares (exocrinos o endocrinos).

Si presentan especializaciones celulares (ciliado, en chapa o con cuticula).
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Tejidos conjuntivos: es el principal constituyente del organismo. Incluye una gran variedad de tejidos hetero-
geneos, pero con algunas caracteristicas compartidas. Poseen un liquido de densidad y viscosidad variable
con alta concentracion de proteinas producto de la secrecion activa de células que estan inmersas en dicho
fluido. Estas fibras pueden polimerizarse y formar fibras. En general, los tejidos conectivos se consideran como
tejidos de sostén puesto que sujetan y cohesionan a ofros fejidos dentfro de los érganos, sirven de soporte a
estructuras del organismo o al propio organismo, y protegen y aislan a los érganos. Sin embargo, tambien
facilitan la difusion.

Existen diversas clasificaciones de los tejidos conjuntivos segun su nivel de especializacion, madurez y
funcion. Para efectos practicos, existen dos tipos principales (figura 3) (Megias et al 2023; Montalvo, 2010):

- Tejido conectivo laxo: las células estan ampliamente dispersas (fibroblastos) en matriz extracelular
que forman fibras de proteinas de colageno, elastina y reticuladas. Es el mds comun y da sostén a
organos y cavidades de organos.




- Tejido conectivo denso: conformado por gran cantidad de fibras de colageno. Puede formar fibras
irregulares o polarizadas muy fuertes que conforman ligamentos y fendones.

- Tejidos conectivos especializados: cada uno posee células especializadas y diferentes conformacio-
nes estfructurales. Aqui se encuentran:

+  Cartilaginoso: constituido por células llamadas condroblastos, condrocitos y una matriz (filbras
y sustancia fundamental), predominando la matriz sobre las células. Sus principales funciones
son la de soporte de estfructuras flexibles, permitir la articulacion de los huesos y servir de molde
sobre el que se formard el tejido dseo.

Oseo: compuesto de células llamadas osteoblastos, osteocitos, osteoclastos y matriz. Esta ulfi-
ma consta de fibras y sustancia fundamental, impregnada de sales de calcio, lo que le confiere
dureza y resistencia al hueso. Proporciona el soporte para la forma y movimiento del organismo
gracias a la insercion de los musculos, protege al sistema nervioso central, y, en el interior de
muchos huesos se forman las células sanguineas.

- Adiposo: las células principales son los adipocitos, que se encuentran en una malla de fibras
reticulares. Sus funciones principales son almacenamiento de energia, termorregulacion y acol-
chonamiento de estructuras.

- Sanguineo: compuestos principalmente de liquidos exfracelulares donde se suspenden las
proteinas vy las células individuales. La porcion celular de la sangre consta de globulos rojos (que
transportan oxigeno), globulos blancos (que combaten infecciones) y los fragmentos de célula
llamados plaquetas (que ayudan a la coagulacion sanguinea). Estos componentes estdn sus-
pendidos en el liquido extracelular llamado plasmai.

Figura 3 Tipos de tejido conectivo
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Nota. Tomado de Audesirk et al. (2013).

Tejidos musculares: la mayoria de los animales se mueven al contraer las largas células cilindricas en forma
de huso de tejido muscular. Las células musculares se denominan fibras musculares debido a su longitud. Cada
fiora muscular posee muchas unidades contrdctiles paralelas longitudinales delgadas llamadas miofibrillas.
Dos proteinas, la miosina y la actina, son los componentes principales de las miofibrillas: cumplen una funcion




importante en la contraccion de las fibras musculares (Audesirk et al, 2013). Los tejidos musculares se clasifican
en tres fipos (figura 4) (Curtis et al, 2008; Solomon et al., 2013):

Muscular estriado esquelético: constituye el 40% de la masa corporal de un individuo humano adulto
y se encuentra en estrecha union con los huesos. Las fibras musculares esqueléticas son muy largas
y cada fibra tiene muchos nucleos. Los nucleos de las fibras musculares esqueléticas fambien son
excepcionales en su posicion. Se colocan justo bajo la memibrana plasmdatica, lo cual libera toda la
parte central de la fibra muscular esquelética para las miofibrillas. Esta adaptacion parece aumentar
la eficacia de confraccion. Cuando los musculos esqueléticos se confraen, mueven partes del cuerpo;
aunque las fibras musculares esqueléticas suelen estar bajo control voluntario, normalmente.

Muscular estriado cardiaco: similar al estriado pero sus células son mas cortas, con uno o dos nucleos
centricos, ramificadas; se vuelven a unir y sus confracciones son de tipo involuntario. Es el tejido principal
del corazon. Un rasgo especializado es la presencia de discos intercalados, uniones especializadas
donde se unen las fibras.

Muscular liso: sus células se distinguen por presentar una morfologia alargada (alrededor de 20 a
500um de longitud por cinco a ocho um de espesor) en las cuales el nucleo estd situado en una po-
sicion central y posee uno o dos nucleolos. Forman parte del fracto gastrointestinal los conductos de
algunas glandulas, el arbol bronquial, el sistema genitourinario, las arterias, venas y vasos linfaticos de
gran tamafio (Clinica Universidad de Navarra, 2023).

Figura 4 Tipos de tejido muscular

v Miasida eaquelaticon

Nota. Audesirk et al. (2013)

Tejido nervioso: fejido formado principalmente por dos fipos celulares: neuronas y glia, y cuya mision es recibir
informacion del medio externo e interno, procesarla y desencadenar una respuesta. Es también el responsa-
ble de confrolar numerosas funciones vitales como la respiracién, digestion, bombeo sanguineo del corazon,
regular el flujo sanguineo, control del sistema endocrino, etcétera (figura 5) Megias et al. (2023).

Las neuronas se especializan en generar sefiales eléctricas y transmitir estas sefiales a otras neuronas,
musculos o glandulas. Una célula nerviosa tipica consta de: dendritas, especializadas en recibir sefiales de otras
neuronas o del ambiente; un cuerpo celular (soma), que confiene al nucleo y realiza casi todo el metabolismo
de la neurona; un axén que transportala sefial eléctrica de la neurona a un musculo, gldndula u ofra neurona,




y las terminales sindpticas que transmiten informacion a ofras células. Las células gliales rodean, apoyan,
aislan eléctricamente y protegen alas neuronas. Asimismo, regulan la composicion del liquido extracelular en
el sistema nervioso, que permite a las neuronas funcionar de manera adecuada (Audesirk et al, 2013).

Figura & Tipos celulares del tejido nervioso
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Nota. Tomado de Solomon et al. (2013).

Materiales y recursos pedagégicos

Para la realizacion de la practica-taller, previamente deben revisar los siguientes recursos:
Las diapositivas y la grabacion de la clase sobre el tema de la célula.

La herramienta educativa Mosaik education, la cual tiene dentro de sus contenidos unos simuladores
en 3D sobre los tipos de tejidos epiteliales y conjuntivos. Para usar dicha herramienta deben registrase
previamente en la pagina Mozaweb (sf.). También pueden descargarla para Android a través de la
plataformal Play Store.

Procedimiento

Una vez se haya realizado la consulta de dichos recursos, los estudiantes deben realizar el modelo en 3D de un
tejido animal. Para la elaboracion del modelo pueden utilizar cualquier tipo de material (excepto materiales no
reciclables o no biodegradables como icopor). El modelo debe simular o demostrar de una manera prdctica
la funcion del tejido seleccionado.

La actividad debe ser desarrollada en grupos o de forma individual segun sean las condiciones determi-
nadas por el o la docente (Si es grupal, el numero serd deferminado previamente por el o la docente). Debido
a que es una actividad libre, su consecucion y alcance depende enteramente del estudiante. Los temas serdin
establecidos por el o la docente en el aula virtual con anterioridad.




Manual de practicas de laboratorio

Analisis de datos

Los entregables para esta practica deben tener en cuenta los siguientes pardmetros.
Originalidad y dinamismo en la elaboracion de los recursos.
Uso de los recursos Android y simuladores webs mencionados anteriormente.
Pertinencia de acuerdo con el contenido bibliogrdfico vy lo visto en las clases tedricas.
Adaptabilidad de los recursos disponibles.
Tengan claro qué hace y donde se encuentra su tejido antes de empezar a comprar materiales.

En algunos casos se puede hacer un érgano, pero se debe demostrar en otra parte o en el mismo
modelo del tejido y su estructura.

La maqueta debe ir con la simulacion de la funcion.

Prohibido utilizar tejidos u érganos de animales reales.

Conclusiones

Elabore fres (3) conclusiones respecto a sus hallazgos en la prdactica.




Entregable (informe)

El entregable va a ser un documento, Unicamente en formato PDF, a computador, con portada y bibliografia,
donde adjunten cuatro imdgenes (como maximo) de los modelos y un video corto (adjuntar enlace activo y
habilitado desde su cuenta institucional). La duracion es de maximo un minuto, donde se presenten y expliquen
estructura y funcion del modelo.
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Practica 4. Observacion de células vegetales

Resultados de aprendizaje

Actitudinal Conocimiento Desempeiio

Asocia las estructuras y funcio- Diferencia las funciones de los
nes de organelos celulares con  distinfos organelos y su papel
los procesos funcionales de las en el funcionamiento de la cé-
plantas lula vegetal

Explica la importancia del estu-
dio de la célula para la vida y la
salud

Conocimientos previos

Generalmente las células eucarioticas son de dos fipos: animal y vegetal, con muchos organelos en comun.
Los diferentes tipos de celulas vegetales (figura 1) pueden diferenciarse por la forma, espesor y constitucion de
la pared, como también por el contenido de la célula. Los humanos han sabido sacarle provecho a esta gran
variedad de fipos celulares vegetales para su beneficio. Consumen los almidones y proteinas almacenados
en sus tejidos de reserva, usan los pelos de la semilla del algodon (Gossipium hirsutum); asi como las fibras del
tallo del lino (Linum ussitatisimun), para elaborar ropa y vestirse; otro ejemplo consiste en las células inertes,
como el lefio que se usa para construcciones y para hacer papel (Gonzalez, 2007).

rogmbeare Figura I La céelula vegetal
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Nota. Tomado de Texas A&M (sf).
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Conceptos

Vacuolas: tres cuartas partes (0 mds) del volumen de muchas celulas vegetales estan ocupadas por una gran
vacuola central que cumple diversas funciones. La vacuola central estd llena bdasicamente de agua y parficipa
en el equilibrio hidrico de la célula. También es un "vertedero” para los desechos peligrosos que la célula no




puede excretar. Algunas células vegetales almacenan venenos en las vacuolas, como el acido sulfurico; estos
venenos disuaden a los animales de morder las suculentas hojas. Tambien pueden almacenar sustancias
nufritivas como almidones y proteinas.

Cloroplastos: los cloroplastos son organelos discoidales que en las plantas ferrestres tienen un tamafio apro-
ximado de 5nm. Ellos son abundantes en las células de la hoja donde hay hasta 100 cloroplastos por celula.
Estan limitados y separados del citoplasma por una doble membrana bicapa denominada envoltorio. Su
funcion es la de capturar la energia electromagnética derivada de la luz solar, para convertirla en energia
quimica mediante la fotosintesis, utilizindola después para sintetizar azucares a partir del diéxido de carbono
(CO,) atmosfeérico (Cardemil et al., 2007).

Pared celular: aunque esta estructura no es exclusiva de las células vegetales (presente ademas en hongos
y bacterias) su estructura y composicion son diferentes. Poseen gruesas paredes celulares que contienen pe-
quefias fibras compuestas de celulosa. Otros polisacdridos presentes en la pared celular de la planta forman
enlaces cruzados entre los haces de fibras de celulosa. Las paredes celulares suministran apoyo estructural,
protegen a las células vegetales de organismos patdgenos y ayudan a evitar un acumulo excesivo de agua
en las celulas para que no estallen. Las células jovenes poseen una pared primaria y luego van aglutinando
capas de paredes rigidas y gruesas llamadas paredes secundarias. Entre células colindantes existe una capa
diferenciadora de polisacdridos llamada lamina media (Solomon et al, 2013).

Aparatos de Golgi (dictiosomas): en plantas este organelo es abundante en numero por celula; ademds
de cumplir funciones como la de modificar proteinas que se van a secretar, también cumple con una parti-
cipacion crucial en la biosintesis de polisacdridos no-celuldsicos de la pared celular; por lo anterior, la celula
vegetal posee cienfos de aparatos de Golgi. En la figura 2 se observan los organelos mencionados para las
células vegetales.

Figura 2 Estructura de la célula vegetal

Nota. (A) Microfotografia electrénica
de una célula vegetal de meristema
de raiz de Arabidopsis thaliana, (B)
diagrama de una célula vegetal, (N)
nucleo, (un) nucleolo, (V) vacuola, (G)
Colgi, (P) pared celular, (C) cloroplasto,
(M) mitocondria (Cardemil et al, 2007). ensupianmien rugesa

Materiales y recursos pedagoégicos

Materiales

Gotero. - Cajade Petri.




Reactivos
Solucion de Lugol 1%. - Solucion azul de metileno.
Equipos

Microscopios (se recomienda tener siete microscopios para un grupo de 28 estudiantes).

Equipo de seguridad
Bata de laboratorio blanca. - Tapabocas quirdrgicos.
Guantes quirdrgicos desechables. - Kit de bioseguridad.

Material por parte del estudiante.

Papel para limpiar lenfes. - Ldpiz, boligrafo.
Portaobjetos o laminas de vidrio. - Marcador de vidrio.
Cubreobjetos o laminillas. - Muestras vegetales sin manipular: papa,

banano (no maduro), cebolla cabezona y

Desinfectante alcohol al 75% y jabon neutro. _ -
Elodea sp (preferiblemente plantas jovenes).

Cuaderno de notas o libreta de apuntes.

Procedimiento

La practica consta de dos secciones. La primera parte consistird en la observacion de células de papa, platano
y cebolla y la segunda se basard en la observacion de cloroplastos en una macrofita del género Elodea sp.

Montaje muestra de papa

Para la observacion de las muestras de papa siga los siguientes pasos:

1. Cortar con un cuchillo una papa por la mitad.

2. Raspar con el bisturi la superficie para que salga algo de pulpa.

3. Depositar la pulpa en un portaobjetos limpio.

4 Afadir una gota de agua y revolver con una aguja de diseccion.

5. Sobre el portaobjetos poner el cubreobjetos en un angulo de 45° y bajarlo lentamente para evitar que
queden burbujas de aire. Usar pinzas en dado caso.

6. Limpiar agua extra en bordes con papel absorbente.

7. Observar la muestra empezando con poco aumento.




Para una adecuada observacion de la muestra se puede aplicar una solucion de Lugol (o fintura de yodo) de
la siguiente forma:

1. Con el gotero colocar una gota de Lugol, por un lado, debajo del cubreobjetos y disolverlo en una gota
de agua.

2. Acercar el reactivo diluido mediante un agitador de vidrio o con aguja de diseccion.

3. Poner en el extremo opuesto del portaobjetos, el borde corto de una fira de papel de filtro (5 X Tecm)
para que absorba el agua y, por ende, el reactivo penetre la muestra desde el ofro lado.

4 Evitar que las partes de metal y el sistema dptico del microscopio tengan contacto con los reactivos.

Montaje muestra de banano

1. Parala observacion de la muestra de banano se debe extraer una muy pequefia cantidad de pulpa
con una aguja de diseccion, disponerla en un portaobjetos limpio.

Agregar una gota de agua y esparcir la mezcla formando una delgada capa.
Finalmente colocar el cubreobjetos sobre el montaje para quedar totalmente plana y firme.

Observar con el objetivo de menor aumento v registrar las observaciones.

L S

Para visualizar el almidon de los amiloplastos afiadir solucion de Lugol mediante el procedimiento ya
mencionado en lineas anteriores.

Montaje muestra de cebolla

Para realizar la observacion de células de cebolla, se realiza el siguiente proceso:
1. Corfar una cebolla cabezona comun y quitar algunas de sus capas externas.
2. Refirar la membrana delgada y transparente de una de las capas aun adherida la cebolla.

3. Cortar un fragmentfo de membrana de aproximadamente 5 x Smm, colocarlo en el portaobjetos,
afadir una pequefia cantidad de agua y tapar ubicando el cubreobjetos encima.

4. Sacar las burbujas de aire haciendo presion sobre el cubreobjetos.

5. Registrar las observaciones de las estructuras en los campos de vision empezando por el menor
aumento.

Para observar estructuras con mayor detfalle, como es el caso del nucleo y contfraste, agregar una gota de
azul de metileno debajo de la muestra, siguiendo el mismo procedimiento para la solucion de Lugol. Para
observar elementos dentro del citoplasma con mayor claridad se pueden usar unas pocas gotas de Lugol o
sumergir una membrana fina directamente en el reactivo.

Montaje muestra de Elodea sp.

Las plantas del género Elodea tienen ciertas caracteristicas que las hacen ideales para observar bajo el
microscopio. Poseen hojas muy delgadas y flexibles con solamente dos capas de células, por lo que no hay




que realizar cortes en finas secciones o preparar montajes mds complejos. Solamente se debe realizar el
siguiente procedimiento:

Cortar una hoja de Elodea, colocar en un portaobjetos una gota de agua y poner la muestra bajo el
MIiCroscopio.

Enfocar con el objetivo de menor aumento, identificar dentro de las células a los cloroplastos y dibujar
lo observado.

Dejar la preparacion unos fres minutos y volver a observar los cloroplastos dentro de las celulas.

Analisis de datos

Para el caso de la muestra de papa y banano, deben diferenciar cudles son los amiloplastos de las células y
como se disponen espacialmente. Traten de diferenciar los limites de las capas de almidon que se desarrollan
desde el centro hacia los bordes y la importancia de estos organelos para las plantas analizadas. Identifique
si hay diferencias entre los amiloplastos de las dos muestras vegetales.

Nota. Tomado de FAUBA (2009).

Con el montaje de cebolla trate de diferenciar la organizacion y disposicion espacial de las células. Observe
si estan aisladas o unidas entre si. Tengan en cuenta el principio de forma-funcion en biologia general y cudll
es la funcién de ese grupo de células. Diferencien las vacuolas del tonoplasto que las protege. Identifique
estructuras tales como el nucleo, el citoplasma y la pared celular.




Nota. Adaptado de IES
VEGA DEL TURIA (2016).

Con la muestra de Elodea sp. es faciimente observable la gran cantidad de cuerpos esféricos y de formalen-
ticular pigmentados de verde: son los cloroplastos. Al dejar pasar unos pocos minutos comienza a presentarse
un movimiento generalizado de dichos organelos; establezca porque se da este fenomeno y suimportancia en
la célula vegetal. Diferencie y dibuje las siguientes partes: pared celular, citoplasma, vacuola y cloroplasto. Con
la muestra de Elodea sp. es facilmente observable la gran cantidad de cuerpos esféricos y de forma lenticular
pigmentados de verde, son los cloroplastos. Al dejar pasar unos pocos minufos comienza a presentarse un
movimiento generalizado de dichos organelos; establezca porqué se da este fendmeno y su importancia en
la célula vegetal. Diferencie y dibuje las siguientes partes: pared celular, citoplasma, vacuola y cloroplasto.

@ 04 0, °

S T

citoplasma
E pared primaria vacuola

Nota. Adaptado de Universidad Nacional de la Plata (2022).

Recomendaciones para la presentacion de los resultados y la discusion

Lo realizado en la practica debe estar reflejado y revisado en el contenido de lalibreta. Se elige una solalibreta
por grupo, asi que todos deben tener la libreta al dia a lo largo del semestre y por cada prdctica realizada.




Conclusiones

Elabore fres (3) conclusiones respecto a sus hallazgos en la prdctica.

Entregable (informe)

Ver la informacion al respecto ubicada al inicio de este manual.
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Practica 5. Comparacion de los tejidos animales y

vegetales usando la visién estereoscépica

Resultados de aprendizaje

Actitudinal

Estructura, a partir de las ob-
servaciones estereoscopicas,
cudl es la funcién de los tejidos
formados de células especiali-
zadas en animales y plantas

Conocimiento

Confrasta con base en las ob-
servaciones estereoscopicas
entre los tejidos y sus compo-
nentes celulares para animales
y plantas

Desempeiio

Ejemplifica, desde las obser-
vaciones estereoscopicas de
tejidos de animales y plantas,
SU UsO en su campo profesional

Conocimientos previos

La vision estereoscopica es un proceso inherente a los seres humanos, consistente en obtener una vista fridi-
mensional de objetos percibidos mediante vision binocular (Cardenas et al., 2015), la cual puede realizarse a
traves del equipo llamado estereoscopio o microscopio estereoscopio.

Este equipo fiene dos lenfes objetivos (figura 1) con una profundidad de foco mucho mayor que la del
microscopio simple o compuesto. Sin embargo, este se constituye en una herramienta para crear imdgenes
tridimensionales de mayor resolucion a la producida por nuestro cerebro.

¢Como hace nuestro cerebro para obtener esaimagen en 3D? El cerebro humano interpreta la realidad a
partir de las imdgenes que le proporcionan los dos ojos, las cuales presentan diferencias entre si, ocasionadas
por su separacion. La disparidad o paralaje entre dichas imdagenes es utilizada por el cerebro para percibir la
profundidad (Cdrdenas ef al, 2015).

Asi, el estereoscopio es apropiado para observar objetos de tamafios relativamente grandes y distancias
en los objetos observados que van desde un par de milimetros a cenfimetros a varios de ellos. En la tabla 1 se
muestran algunos usos de la vision estereoscopica creada por este fipo de equipo.

También existen ofras herramientas para crear esa vision estereoscopica como son los sistemas de vision
paralela, vision cruzada, anaglifos, polarizacion, obturacion, cascos de realidad virfual y monitor lenticular.

Crulares

-
l:.lm.l_]
Ajusvtes o las dhogiria " Loom
e Bty Sl i
Ko Roscainiel Nl Figura I Partes del estereoscopio.
L]
Apsne reglilador
um“ menios

Nota. Tomado de Pérez (2018).




Tabla 1 Aplicacion de la vision estereoscopica

Campo

Representacion
de informacion
grdfica compleja

Materia

Geologia

Proceso

La fotogeologia estudia los
sucesos geologicos a traves
de fotografias aéreas este-
reoscopicas

Aplicacion

Identfificacion de rasgos geoldgicos
en el terreno, imperceptibles en fo-
tografia bidimensional

Quimica

Visualizacion de moléculas
complejas mediante técni-
Cas estereoscopicas

En procesos diddcticos

Medicina

Herramientas didacticas y
asistencial en cirugia

Interpretacion de imdagenes este-
reoscopicas para el diagnostico:
radiografias, ecografias, tormogra-
fia (TAC) y resonancia magnética
nuclear (RMN)

Telepresencia

facilita el trabajo en
entornos hostiles, peli-
grosos o simplemente
dificiles

Robots teledirigidos, dota-
dos de cdmaras estereos-
copicas

Desactivacion de explosivos.
Exploracion espacial
Exploracion submarina
Infervenciones quirurgicas.

Entrenamiento
de la percepcion
espacial

Enfrenar la capacidad
del alumno de repre-
senfar en su imagina-
cion una realidad tridi-
mensional a partir de su
representacion plana y
viceversa

Estereoscopios

Andglifos

Fofointerpretacion

Esftudios de relieve
Localizacion de proyectos de
infraestructura

Realidad virtual

Creacion de imagenes
tridimensionales me-
diante el uso de softwa-
re en computador

Tecnicas estereoscopicas

Disefio en ingenieria, arquitectura

e industria.
Uso de simuladores, vuelo,
juegos, manejo de herra-
mientas y vehiculos (vuelo,
conduccion, navegacion, etfc.)
Herramientas de conocimien-
to y divulgacion del patrimo-
nio hisforico artistico
Diddctica de un sinfin de
materias, desde la medicina
hasta el arte

Nota. También existen otras herramientas para crear esa vision estereoscopica como son
los sisternas de vision paralela, visién cruzada, anaglifos, polarizacion, obturacion, cascos
de realidad virtual y monitor lenticular. Tommado de Cdrdenas Quiroga et al. (2015).




Conceptos

Estereoscopio: fambién llamada microscopio estereoscopio, binocular con aumentos de 4 a 40X (veces),
permite observar muestras opacas y realizar disecciones de estructuras en organismos pequefios debido a
que su base le posibilita manipular los objetos mientras se visualiza. Proporciona una imagen fridimensional.

Organo: unidad funcional de un organismo mulficelular que constituye una unidad estructural y realiza una
funcion determinada.

Tejido: conjunto complejo y organizado de celulas genotipicamente muy cercanas entre si, distribuidas re-
gularmente con un comportamiento fisiolégico coordinado y un origen embrionario comun, que realizan
funciones especificas.

Materiales y recursos pedagégicos

Materiales

Pinza. - Cajade Peftri
Equipos
Estereoscopio.

Equipo de seguridad

Bata de laboratorio blanca. - Tapabocas quirdrgicos.

Guantes quirdrgicos desechables. - Kit de bioseguridad.

Material por parte del estudiante

Cuchilla.

Papel de arroz para limpiar los lentes y objetivos de estereoscopio.
Laminas o portaobjetos.

Laminillas o cubreobjetos.

Libreta de apuntes.

Ldpiz, borrador, boligrafo y marcador de vidrio.

Muestras de: una pluma de ave, pelos de una mascota, corcho de botella, flor con tallo y hojas, insecto
o artropodo y una lombriz de fierra.




Procedimiento

Muestras de animales

1. Tomar el insecto o artropodo y colocarlo en una base de caja de Petri con ayuda de una pinza.
Sobre la platina colocar la capsula de Petri con el objeto a observar.

Encender y ajustar la fuente de luz. Asegurarse que la fuente de luz ilumine el objeto a observar.

oW N

Desplazar el cuerpo de la lupa por la columna hasta que los objetivos estén a unos 6¢m del objeto,
para esto debe utilizar el mando de blogueo. {CON CUIDADO!

5. Ubicar los objetivos en aquellos de menor aumento.

6. Usando el mando de enfoque, enfocar utilizando el ocular sin anillo corrector. Fijar su afencion en un
punto concreto del objeto.

7 Cerrar el ojo izquierdo y abrir el derecho. Fijese en el mismo punto del objeto del apartado anterior. Si
no ve nitido, mueva el anillo corrector de la vision hasta obtener una imagen nitida.

8. Ahora puede modificar el aumento girando el cuerpo de los objetivos y ajustando la luz segun estime
conveniente.

9 Dibujar y ubicar las esfructuras de cada especie observada.

10. Redlizar la misma operacion con las muestras de pluma 'y pelos.

Muestras vegetales

iAtencion! Para esta parte solo debe seguir las instrucciones de su docente.
Realizar un corte para las hojas y tallos de tu muestra vegetal de acuerdo con la figura 2, 3y 4.
Observar al estereoscopio como se indico en el apartado anterior.

Dibujar lo observado y contrastar sus observaciones.

Figura 2 Tipos y direcciones de los cortfes en
madera o tallo de vegetales

Transversal
Radial
[langitudinal)

Direceion de Tangencial
los cortes de la madera. {longitudinal)

Nota. Tomado de Kremer (2012).
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Figura 3. ;Como cortar el tejido?
Figura 4 Incisiones al ras de una hoja

Fo Ei

Covirase [ [ncemecto

Nota. Para realizar incisiones al ras de
una hoja, envuelva la hoja alrededor de
un corcho de botella y dirija la cuchilla
con cuidado, paralela a la superficie.

Nota. Tomado de Kremer (2012).

Andlisis de datos

1. A continuacion, encontrard un cuadro donde puede ir adjuntando los resultados de las observaciones.

Cuadro. Resultados de las observaciones

Vision estereoscopica

Muestra .. Descripcién de la
Observacion

observacion

Ardcnidos




Nemdtodos

Pluma

Tallo

Hoja

Flor

Tejido de mascota

2. Contraste los resultados de los tejidos vegetales con los tejidos animales. Tenga en cuenta los resultados
de sus compafieros para completar el cuadro.




Célula estructural Funcion fisiolégica

Recomendaciones para la presentacion de los resultados y la discusion

Coloque (si es preciso) en tablas o cuadros sus resultados o grafiquelos, esto le permitird describirlos mejor y
compararlos. Puede incluir los resultados de sus otros compafieros de clase. La discusion debe hacerse con




base en sus resultados y a los obtenidos por ofros autores o compafieros de clase. Siempre debe darle un
sustento bibliografico a su discusion.

Conclusiones

Elabore tres (3) conclusiones respecto a sus hallozgos en la practica.

Entregable (informe)

Ver la informacion al respecto ubicada al inicio de este manual.
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Practica 6. Aislamiento de agentes etiolégicos
asociados a riesgos biolégicos

Resultados de aprendizaje

Actitudinal Conocimiento Desempeiio

Determina las muestras poten-

Reflexiona sobre la presencia
de agentes etiologicos asocia-
dos al riesgo biologico dentfro
de su poblacion de estudiantil
heterogenea

ciales donde se podrian localizar
agentes efioldgicos asociados al
riesgo biolodgico que afronta una
poblacion de estudiantes hete-

Aisla de las muestras poten-
ciales agentes etiologicos aso-
ciados al riesgo biologico que
afronta una poblacién de estu-
diantes heterogenea

rogéenea

Conocimientos previos

Cierfos microorganismos se consideran agentes efioldgicos de enfermedad si se encuentran en espacios
donde se desarrolla una actividad anfropogeénica o zonas anatomicas del cuerpo humano.

Para que un microorganismo (agente etioldgico) cause enfermedad, primero debe establecerse en zonas
anatomicas del cuerpo humano como son tracto digestivo, urinario, respiratorio; tejidos como la epidermis da-
fiada y el aparato reproductor para desarrollarse hasta alcanzar un nimero suficiente para producir sinfomas.

Por lo tanto, la mayoria de los agentes etiologicos de infecciones o enfermedades en la poblacion huma-
na debe comenzar por adherirse a la mucosa del tejido blanco que servira de huésped para el agente. La
presencia del microcosmo normal y el estado general del huésped afecta la capacidad del agente etiologico
(microorganismo) para adherirse a la mucosa. La sobrevivencia o desarrollo en los tejidos del huesped sin
causar dafios manifiestos se llama colonizacion.

Para la Organizacion Panamericana de la Salud (OPAS) la inspeccion y vigilancia de las enfermedades en
una poblacion que realiza una actividad antropogeénica (frabajo) se establece para realizar estudios epidemio-
légicos que prevengan o determinen la transmision de agentes etfiologicos asociados al riesgo de enfermeda-
des. Asi se descubre cudndo, donde, por qué pueden ocurrir los riesgos biologicos y quienes se ven afectados.

Esta inspeccion y vigilancia en los espacios laborales comprenden estudios del huesped, del agente y de
los factores del medio como se observa en la figura 1.

Figura 1 Diagrama ambiente,
agente, huésped. Transmision y
prevencion

Nota. Tomado de OPAS (2022).




Enfonces, en el ambiente podriamos encontrar agentes etiologicos en los alimentos, aguas, confaminacion
atmosfeérica, relaciones interpersonales, accidentes laborales, entre ofros, que se relacionan con enfermedades
transmitidas por alimentos (ETAs), enfermedades cardiorrespiratorias, zoonosis, enfermedades de transmision
sexual, enfermedades gastrointestinales, etc. Los cuales afectan la diaria labor. (Quifionez y Ovelar, 2017).

Conceptos

Agente biolégico-infeccioso: cualquier microorganismo capaz de producir enfermedad cuando estd presente
en concentraciones suficientes (indculo), en un ambiente propicio (supervivencia), en un hospedero susceptible
y en presencia de una via de enfrada (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2020).

Higiene personal: normas para realizar antes, durante y después de las practicas de laboratorio para man-
tener la salud de los estudiantes y docentes.

Material biolégico: es ftodo material, muestra o producto de naturaleza biologica, fanto los encontrados en
el ambiente como los generados in vitro (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2020).

Material peligroso: elemento, sustancia, compuesto, residuo o mezclas, independientemente de su estado
fisico, que representa un riesgo para el ambiente, la salud o los recursos natfurales, por sus caracteristicas
corrosivas, reactivas, explosivas, toxicas, inflamables o bioldgicas infecciosas (Ministerio de Salud y Proteccion
Social, 2020).

Microrganismos patégenos del tracto respiratorio superior: procariotas y eucariotas del género Neisserias,
estreptococos, estafilococos, difteroides, levaduras y bacilos entéricos gram negativos.

Peligro biologico: amenaza, fuente, situacion o accion que tiene potencial de dafio causado por agentes
biologicos o toxinas (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2020).

Riesgo biolégico: combinacion de la probabilidad de ocurrencia de un dafio y la severidad de este, cuando
la fuente del dafio es un agente biologico o toxina asociada (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2020).

Toxina: sustancia producida por un sistema biologico, que en cantidades pequefias o moderadas produce
un efecto adverso en humanos, animales o plantas (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2020).

Materiales y recursos pedagégicos

Materiales
Erlenmeyer con agua destilada. - 99mL de agua peptonada esteril.
8 cajas de Peftri estériles. - Mechero de alcohol.
6 tubos tapa rosca esteériles. - Pipeteador.
2 vasos de precipitado, esterilizados. - Gradillas.
Pipetas estériles de 5 o 10mL. - Muestras biologicas (orofaringea, nasal, de

superficie, manos, alimentos y agua estan-

1 Erlenmeyer con tapon.
cada).




Reactivos

Erlenmeyer con agar nufritivo esteril. - Agua destilada.

Erlenmeyer con PDA esteril. -+ Alcohol industrial.

Agua peptonada. -+ Solucion de KCI 3 M para pHmetro.
Equipos

Plancha de calentamiento. -+ Incubadora.

Autoclave. - pHmetro.
Equipo de seguridad

Bata de laboratorio blanca. - Tapabocas quirdrgicos.

Guantes quirdrgicos desechables. - Kit de bioseguridad.

Material por parte del estudiante

Asa bacteriologica. - Libreta de apuntes.
Asarecta. - Ldpiz, boligrafo y marcador de vidrio.

Hisopos esteriles.

Procedimiento

Realice la observacion de su poblacion y determine los puntos de muestreo donde se pueden localizar po-
tenciales agentes efiologicos asociados al riesgo biologico.

Muestras de espacios y zonas de mucosas

1. Tomar las muestras ayudado de un escobillén o hisopo esterilizado. Tener en cuenta la explicacion de
su docente respecto a la foma de muestra.

Sumergir el hisopo o escobillon en un tubo con medio de pre-enriquecimiento.
Mezclar el tubo con cuidado por un minuto.

Marcar las cajas de Petri con agar nutritivo y agar Saboreaud como lo indique su docente.

L

Colocar las cajas marcadas bajo una atmaosfera reducida obtenida por la combustion de la llama de
los mecheros de alcohol.

6. Aislar el agente etioldgico presente en la muestra tomada y mezclada con ayuda de un asa bacteriolo-
gica previamente esterilizada (en su defecto con un hisopo estéril) mediante la técnica de agotamiento
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por estrias, o cultivo masivo, o siembra en superficie. El docente dard la explicacion practica de cada
una de estas fécnicas.

7 Llevar aincubacion de acuerdo con la temperatura optima de los posibles microorganismos relacio-
nados con el riesgo biologico.

Muestras ambientales

1. Tomar dos cajas de Petri con agar nutritivo y agar Sabouraud.
2. Marcar estas cajas como muestras ambientales como lo indique su docente.

3. Abrir las cajos marcadas en los espacios previamente determinados y que potencialmente fengan
una relacion con la presencia de agentes de riesgo bioldgico.

4. Dejar abiertas las cajas por cinco minutos.

5. Cerrar estas cajas pasado este fiempo e incubar ala temperatura optima de los posibles microorga-
nismos relacionados con el riesgo biologico.

Analisis de datos

Lea sus cajas después del fiempo de incubacion para la identificaciéon macro y microscopica de los microor-
ganismos aislados.

1. Esquematice y describa los resultados obtenidos

Muestra Agar nutritivo Agar Sabouraud




2. Redlice una busqueda enlos portales académicos sobre la relacion de lo observado en el aislamiento
de agentes etioldgicos vy los riesgos a la salud de la poblacion humana que realiza una labor. Andtela
a continuacion.

Recomendaciones para la presentacién de los resultados y la discusion
Coloque (si es preciso) en tablas o cuadros sus resultados o grafiquelos, esto le permitird describirlos mejor y
compararlos. Puede incluir los resultados de sus otros comparieros de clase. La discusion debe hacerse con

base en sus resultados y a los obtenidos por ofros autores o comparieros de clase. Siempre debe darle un
sustento bibliografico a su discusion.

Conclusiones

Elabore fres (3) conclusiones respecto a sus hallazgos en la practica.




Entregable (informe)

Ver la informacion al respecto ubicada al inicio de este manual.
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Practica 7. Observacién de bacterias por la tincién segun Gram

Resultados de aprendizaje

Actitudinal Conocimiento Desempeiio

Establece las diferencias vy si-
militudes entre los principales
grupos de bacterias de acuerdo
con la composicion quimica de
la pared celular

Identifica cuales son las princi-
pales caracteristicas morfolo-
gicas de las bacterias a escala
microscopica

Determina la importancia de la
las bacterias para el funciona-
miento de la vida en la tierra

Conocimientos previos

Una de las caracteristicas mds importante de las bacterias es su morfologia, definida por el tamafio, la forma,
el arreglo y la estructura. Existen bacterias en forma redondeada denominadas cocos; en forma cilindrica
bajo el nombre de bacilos y una tercera morfologia como son las que fienen forma de espirales, conocidas
como espirilos (figura 1). A su vez cada categoria puede subclasificarse con base en diferentes arreglos. Es-
tas caracteristicas pueden determinarse examinando muestras al microscopio. Las células no tefiidas son
practicamente fransparentes, pero pueden observarse al microscopio de luz haciendo preparaciones entre
ldmina 'y laminilla o con microscopios especiales como de confraste de fases o de campo oscuro. Para obte-
ner mas informacion sobre la morfologia y composicion quimica de las bacterias debe recurrirse a finciones
diferenciales que involucran el uso de varios reactivos y pueden diferenciarse segun el color que refienen (de
Vizcarrondo y Gutiérrez, 2008).

Figura 1 Morfologias celulares.
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Nofta. Junto a cada dibujo hay una micrografia por contraste de fases en la que se muestra la
morfologia. Coco (didmetro celular en la micrografia: 1,5um); bacilo (lumy; espirilo (Ium); espiroqueta
(0,25um) gemadora (1,2um); filamentosa (0,8um). Todas las micrografias son de especies de
bacteria. No fodas estas morfologias se conocen en Archaea (Madigan et al, 2015).




Conceptos

Tinciones diferenciales: coloraciones mas implementadas en el drea de la microbiologia por la enorme
variedad de aplicaciones que posee para la salud. Este fipo de tincion es cuando se visualiza mdas de un color
porque se ufiliza mas de un colorante y sirven para denotar las caracteristicas de afinidad por ciertos colorantes
de ciertos microorganismos. Se sustentan en que distinfos tipos de células tienen distinta composicion quimica
y, por tanto, reaccionan de forma diferente frente a una fincion, lo que permite clasificar los microorganismos
en diferentes grupos, segun su capacidad de tincién (Gonzdlez et al, 2020).

Tincion Gram: técnica de laboratorio disefiada por Christian Gram en el afio 1884. El objetivo de Gram era
conseguir una técnica con la que fuera posible diferenciar variados grupos de bacterias para asi poder es-
tudiarlas y clasificarlas. Segun la distribucion del peptidoglicano de la pared celular que las envuelve, se tifien
de una forma u ofra. Por medio de esta tincién se divide a los microorganismos en dos grandes grupos, gram-
positivos y gramnegativos, segun retenga o no el cristal violeta utilizado en la fincion (figura 2). Las diferencias
en la composicion de las paredes de las células grampositivas, que poseen una capa robusta de peptidoglu-
cano con numerosos enlaces cruzados de acido teicoico, y las paredes de las células gramnegativas, en las
que la capa de peptidoglucano es mas delgada; explican las diferencias de fincion de Gram entre estos dos
grupos importantes de bacterias. Es probable que el elevado numero de enlaces cruzados de dcido teicoico
de los microorganismos grampositivos ayude a su capacidad de resistir la decoloracion con alcohol. Si bien
el colorante de contraste puede ser captado por los microorganismos grampositivos, su color violeta no se
altera (Gonzdlez et al, 2020).

Figura 2 Paredes celulares bacterianas
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Nota. Tomado de Solomon et al. (2013).

La técnica puede resumirse de la siguiente forma: una vez que la preparacion ha sido fijada ala ldmina por-
taobjeto, se afiade el colorante cristal violeta, el cual se deja en confacto por un minuto y las células se tifien
de color violeta. A continuacion, se lava el exceso de tinte con agua destilada, luego se afiade la solucion de
Lugol, que actua como mordiente, y se deja en contacto por un minuto. El yodo se ajusta con el cristal violeta




y forma un compuesto que precipita en el inferior de
la celula; este complejo puede extraerse facilimente
con alcohol etilico de las gramnegativas, pero no se
remueve fdcilmente de las grampositivas. Una vez
ejecutadala decoloracion se afiade el colorante de
contraste, la safranina, la cual se deja en contacto
por 30 segundos; el exceso de colorante se elimina
con agua destilada. Las laminas asi preparadas se
secan a femperatura ambiente o con la ayuda de
toallas absorbentes. Algunos autores recomiendan
que el periodo de interaccién con la safranina sea
de un minuto (de Vizcarrondo y Gutiérrez, 2008).

Figura 3 Procedimiento para realizar
tincion de Gram

Nota. Tomado de Madigan et al. (2015).
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Mechero.

Colorantes de tincion Gram (Cristal violeta, Lugol, Safranina).

Solucion salina.

Alcohol acetona al 96%.

Equipos

Microscopios (se recomienda fener siete microscopios para un grupo de 28 estudiantes).




Insumos

Cultivo bacteriano en medio solido crecido por 24 horas.

Equipo de seguridad
Bata de laboratorio blanca. - Tapabocas quirdrgicos.
Guantes quirdrgicos desechables. - Kit de bioseguridad.

Material por parte del estudiante.

Asa de siembra. - Papel para limpiar lentes (papel de arroz).

Portaobjetos. - Cuaderno de notas o libreta de apuntes.

Cubreobjetos. - Ldpiz, boligrafo y marcador de vidrio.
Procedimiento

Preparacion de las Iaminas

Como primer paso es necesario preparar el extendido de la muestra sobre la Idmina portaobjeto y fijarlo,
para posteriormente afiadir el o los colorantes y observar la muestra tefiida bajo el microscopio de luz (de
Vizcarrondo y Gutierrez, 2008).

a) Colocar en cada una de las Idminas limpias, secas y desgrasadas, una gota de solucion salina utilizando
el asa de platino previamente esterilizada (figura 4).

Figura 4 Colocacion de microgota

Nota. Tomado de Gonzdlez et al. (2020).

b) Tomar asépticamente una pequeria muestra del cultivo solido con el filamento y mezclar con la gota
de solucion salina para obtener una suspension. Tambien puede utilizarse un cultivo liquido, en dicho
caso, la muestra se toma con el asa de platino y no es necesario colocar la gota de solucion salina.




c) Extender la suspension con el asa de platino previamente esterilizada y enfriada. Observar la figura 5.

Figura 5 Extension y homogeneizacion
de la muestra

Nota. Tomado de Gonzdlez et al. (2020).

d) Dejar secar la lamina a femperatura ambiente.

e) Fijar la muestra extendida a la lamina utilizando calor. Esto se logra pasando la ladmina varias veces
por la llama del mechero (mdximo tres veces). La ldmina no debe calentarse demasiado y ello se
comprueba focando suavemente el dorso de la mano con la lamina. El operador debe soportar el
calor, sin quemarse (figura 6).

Figura 6 Fijacion de la muestra

Nota. Tomado de Gonzdlez et al. (2020).

Tincion de Gram (de Vizcarrondo y Gutiérrez, 2008)

1. Colocar las laminas extendidas vy fijadas en una bandeja adecuada. Cubrir su superficie con cristal
violeta por un minuto. Lavar con agua destilada y escurrir (figura 7).
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Figura 7 Aplicacion de la solucion de
cristal violeta

Nota. Tomado de Gonzdlez et al. (2020).

2. Cubrir la superficie de la lamina con la solucion de Lu-
gol por un minuto. Lavar con agua destilada y escurrir
(figura 8).

Figura 8 Aplicacion de Lugol

Nota. Tomado de Gonzdlez et al. (2020).

Colocar cada una de las laminas en posicion inclinada y decolorar con alcohol a 95° hasta que el color
liore deje de salir (aproximadamente 10-20 segundos), tal como se muestra en la figura 9. Lavar con
agua destilada y escurrir (el paso mds importante es no exceder el tiempo).

Figura ? Lavado con agua y posterior apli-
cacion alcohol-acetona

Nota. Tomado de Gonzdlez et al. (2020).

Cubrir las Iédminas con safranina por 30 segundos. La-
var con agua destilada y escurra. Observar la figura
10 para guiarse.

Figura 10 Aplicacion de la safranina

Nota. Tomado de Gonzdlez et al. (2020).




5. Secar con cuidado las laminas utilizando papel absorbente.

Observacion bajo el microscopio

Observar varios campos hasta encontrar aquél que permita una identificacion de la morfologia, estructura
y reaccion al Gram. Colocar una gota de aceite de inmersion sobre las laminas tefiidas y secas. Examinarlas
bajo un microscopio de luz, utilizando el objetivo de inmersion (100X).

Anadlisis de datos

Para obtener un adecuado micropreparado de tincion Gram es necesario seguir el procedimiento en el orden
estricto y en los tiempos mencionados. En la fase de extendido se debe garantizar que la preparacion sea
delgada y no gruesa, ya que si es muy gruesa no habrd el adecuado contraste y no se podrdn individualizar
las bacterias para su posterior identificacion.

Durante la fijacion debe garantizarse que quede realmente fija la muestra o al lavar las bacterias se perde-
ran alo largo de los continuos lavados durante el proceso. Por ofra parte, debe evitarse el sobrecalentamiento
porque desnaturalizaria las estructuras moleculares alteraria la morfologia.

Recomendaciones para la presentacion de los resultados y la discusion

Lo readlizado en la practica debe estar reflejado y revisado en el contenido de lalibreta. Se elige una solalibreta
por grupo, asi que todos deben tener la libreta al dia alo largo del semestre y por cada prdctica realizada.

Conclusiones

Elabore fres (3) conclusiones respecto a sus hallazgos en la practica.




Entregable (informe)

Ver la informacion al respecto ubicada al inicio de este manual.
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