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Microscopia éptica invertida y vertical

> Introduccion

Los posibles inventores del microscopio
compuesto fueron Hans Janssen y Zacharias
Janssen en 1590, que consistia en dos lentes
soportados en tubos de laton de unos 25
centimetros de largo que se deslizaba dentro
de otro, facilitando el enfoque; sin embargo,
algunos atribuyen a Galileo Galilei su
invencion en la primera mitad del siglo
XVII, gracias a que él difundio el
MIicroscopio y su uso. Los primeros usuarios
de los microscopios fueron Marcello
Malpighi, de Italia, Antony Van
Leeuwenhoek, de Holanda; Robert Hooke y
Nehemiah Grew, de Inglaterra.
Leeuwenhoek fabricd un microscopio simple
en 1632 y Hooke en 1670 utiliz6 un

microscopio compuesto.

Debido a que la mayoria de las células son
demasiado pequefias para ser observadas a
simple vista, el estudio de las células ha

dependido primordialmente del wuso del

microscopio. Es més, el descubrimiento de
las células surgi6 del desarrollo del
microscopio: Robert Hooke fue el primero
que creo el término de “Células”, haciendo
observaciones de corcho con un simple
microscopio 6ptico en 1665. Antony Van
Leeuwenhoek en 1670 y afios posteriores,
utilizando un microscopio que ampliaba los
objetos hasta 300 veces su tamario real, fue
capaz de observar diferentes tipos de células.
Los estudios microscopicos de tejido vegetal
por Matthias Schleiden y los de tejido
animal por Theodor Schwann condujeron a
la conclusion: “Todos los organismos estan
compuestos por células”. El microscopio
Optico continGa siendo un instrumento
basico para la biologia celular, que con la
implementacion de nuevas técnicas permiten
la visualizacion de los detalles aumentados

de la estructura celular.

La invencién del microscopio invertido se
acredita al profesor Lawrence Smith de la
Universidad de Louisiana, mejorando el
modelo de Chevalier de 1834.



Posteriormente, Nachet, basandose en
dibujos de Smith, construye numerosos
ejemplares, denominandole microscopio

quimico. Figura 1.

A principios del siglo XX la fabricacién de
microscopios se concentrd en Alemania y en
los afios sucesivos se desarrolld instrumentos
que abrieron muchas posibilidades en el
campo de la microscopia, como son la
fluorescencia, contraste de fases,
interferencia, holografia, luz ultravioleta,
rayos X, métodos con electrones y protones,
microscopios  computarizados para la
observacion, cuantificacion 'y analisis

tridimensional.
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Figura 1: Microscopio invertido quimico.
Modificado: The Nachet-Smith inverted
Chemical Microscope.
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> Unidades de medida empleadas en

microscopia

« ElI micrometro: (um), es la unidad de
longitud equivalente a una millonésima parte
de un metro, abreviado p (plural latino:

micra).

« EI' nanémetro: (nm), es la unidad de
longitud que equivale a una mil millonésima
parte de un metro. Utilizada ademas para
medir las longitudes de onda de las
radiaciones electromagnéticas. Esta unidad
se ha hecho importante en el campo de la
Nanotecnologia, disciplina que estudia
materiales cuyas dimensiones son en el

orden de escasos nandémetros.

« El &ngstrém: (A), es la unidad de longitud
empleada principalmente para expresar
longitudes de onda, distancias moleculares y
atomicas. Su nombre viene dado por el fisico
sueco Anders Jonas Angstrém. Actualmente
Su uso en microscopia es restringido, en
cierto modo ha sido sustituido por el

nandémetro.

> Equivalencias

Relaciones entre las diferentes unidades de
medida empleadas en microscopia:



1 mm (milimetro) =1000um (micrémetro)
1 pum (micrometro) =1000nm (nanémetro)
1 nm (Nanoémetro)=10 A (angstrém)
1 A (&ngstrém)=0.1 nm (nanémetro)
1 A (&ngstrém) =0.0001pm (micrémetro)

> Principio de la microscopia Optica

invertida y vertical

Existen diversas clases de microscopios,
segun la conformacion, la naturaleza de los
sistemas de luz y los elementos para obtener
las iméagenes.

El microscopio compuesto de uso comun
también se conoce con el nombre de
microscopio éptico vertical, y se basa en que
sus propiedades derivan del empleo de lentes
Opticas y a que posee la fuente de luz
ubicada en la base, por debajo de la platina.
El microscopio Optico puede ser monocular,

binocular, trinocular (para micrografia).

Por su parte el microscopio invertido es una
variante del microscopio dptico
convencional (Microscopio vertical), como
su nombre lo indica la estructura del

microscopio es invertida:

La fuente de luz y el condensador estan
sobre la platina apuntando hacia abajo de
manera que la trayectoria de los rayos de luz

se transmiten desde arriba hacia abajo a

Microscopia Optica invertida y vertical

través de los objetivos y es alterada por un
sistema de espejos de tal manera que llega al

0jo desde abajo.

Los objetivos y el revolver estan debajo de la
platina apuntando hacia arriba. El tubo
binocular o trinocular y la muestra se coloca
sobre la platina mecanica con igual
disposicién tanto en el microscopio vertical
como en el invertido, asi mismo, el principio
de funcionamiento y la formacion de la
imagen son semejante. Figura2ay b.

En el microscopio Optico, una fuente de luz
es necesaria para iluminar la muestra,
ademds, se requiere un condensador para
concentrar los rayos de luz dispersos,
procedentes de la fuente e iluminar la
muestra con un pequefio cono de luz con
intensidad suficiente para permitir observar
las partes muy pequefias de la muestra luego
de la amplificacion. Los rayos de luz
enfocados sobre la muestra por el
condensador también son recolectados por la
lente objetivo. El cono de luz derivado de la
lente del condensador que atraviesa
directamente hacia la lente objetiva,
constituye la luz de fondo sobre el campo
visual. Los rayos de luz procedentes de la
muestra son conducidos al foco por la lente
objetivo para formar una imagen real
amplificada del objeto observado dentro de

la columna del microscopio.
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Figura 2. Microscopios épticos.

La imagen creada por la lente objetivo se
emplea entonces por un segundo sistema de
lentes, la lente ocular, que utiliza como
objeto la imagen formada por la lente
objetivo para establecer la imagen virtual
amplificada. Un tercer sistema de lentes,
localizados enfrente del ojo, usa como objeto
la imagen virtual producida por la lente
ocular para generar una imagen real sobre la
retina. La amplificacion total alcanzada por
el microscopio es el resultado del aumento

producido por la lente objetiva y por la lente
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ocular (aumento total). Sin embargo, la
propiedad mas importante de cualquier
microscopio no es el aumento, sino su
resolucion.

La resolucion, se define como la capacidad
para distinguir dos objetos o puntos ubicados
uno muy cerca del otro en el campo visual
como entidades diferentes. Si dos objetos
diferentes no estan separadas por una
distancia suficiente, en el mismo campo
visual, se veran como uno solo, es decir, no

seran resueltos. La resolucién de una lente



microscopica es la distancia minima entre
dos objetos que permite distinguirlos como
tales; mientras mas pequefia sea la distancia,
mejor sera la resolucion.

El limite de resolucion del microscopio
Optico es aproximadamente de 0.2 um, dos
objetos separados por menos de esta
distancia aparecen como una Unica imagen,
en lugar de distinguirse una de otra, es decir,
nunca puede resolver objetos que estan

separados por menos de = 0.2 um.

La resolucion estd determinada por dos
factores, la longitud de onda (A) de la luz
visible, que generalmente es de 0.5 pum o
527nm y el poder de captacion de luz de las
lentes del microscopio, que corresponde a la
apertura numérica (AN), por lo general el
valor mas alto de la apertura numérica es de
1.4. Figura 3.

Limite de resolucion: (0.61xA)

AN

LR: 0.61 X 0.5pm =0.22 ym
1.4

0.61: Constante de proporcionalidad

Figura 3. Limite de resolucion del

microscopio éptico
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> Constitucidn principal del

microscopio

Objetivos: Es un sistema de lentes
complejos localizados debajo o encima de la
platina mecanica. Los objetivos de alto
poder (40x, 60x o 100x), utilizados en la
microscopia optica convencional, tienen
muy corta distancia de trabajo, generalmente
menor de 1mm, por lo tanto, deben acercarse
a la muestra para su enfoque. Por el
contrario, en el microscopio invertido para
las observaciones, se suelen usar recipientes
cuyo espesor de  fondo  difiere
considerablemente del espesor de 0.17mm
de los cubreobjetos habituales, por tal
motivo, los objetivos son adaptados para
trabajar a largas distancias, debido a que el
grosor de los recipientes impide el contacto
estrecho entre el objetivo y la muestra. En la
actualidad, existen objetivos denominados
de Larga Distancia (LD). Por ejemplo, el
objetivo de 40x tiene una distancia de
trabajo libre de 2.0mm para espesores de
1mm, de 1.9mm para espesores de 1.2mmy

1.5mm para espesores de 1.8mm.

El objetivo se caracteriza por el tipo de
correccion, el material optico empleado para
su construccion, su factor de aumento, su

apertura numérica y si estd disefiado para



trabajar en campo claro, en contraste de
fases, en campo oscuro, polarizacion o

fluorescencia, entre otros.

Los datos grabados en los objetivos
proporcionan informacion relevante que
describe las propiedades individuales para su

uso correcto, por ejemplo:

Nombre del fabricante: Olympus, Carl

zeiss, Leica, entre otros.

Correcciones opticas: Achro, Achromat
(acromaticos), Fluar, Neofluar (semi-
apocromaticos), apo (apocromaticos), plan,
plano (corrige curvatura de campo).

* Objetivos acromaticos: Presentan
correccion cromatica para la luz azul y roja.
La correccion de esfericidad es para el
verde. Dan mejores resultados con filtro de
luz de color verde y son ideales para
micrografia blanco y negro. Se asume que un
objetivo es acromatico cuando no posee

ninguna denominacion.

. Objetivos semi-apocromaticos:
Elaborados a partir de cristales de fluorita.
Corrigen para el azul, el rojo y en cierto

grado para el verde. La correccién de

Microscopia Optica invertida y vertical

esfericidad es para dos colores, el verde y el
azul. Dan buenos resultados con luz blanca y
estan mejor disefiados para la micrografia en

colores.

* Objetivos apocromaticos: Poseen el mas
alto nivel de correccion de aberraciones y
por ello, son mas costosos. Presentan
correccion cromatica para cuatro colores
(azul oscuro, azul, rojo y verde); correccion
de esfericidad para dos o tres colores. Son
los mejores objetivos para micrografia y
video a color. Debido a su alto grado de
correccion, estos objetivos poseen mayores
aperturas numeéricas que los acromaticos y
las fluoritas. Esto puede ser un
inconveniente puesto que el campo de

observacion se presenta un poco curvo.

Los tres tipos de objetivos proyectan
imagenes con cierta distorsidbn que se
manifiesta como curvaturas y al ser
corregidos para este defecto se denominan
plan-acromaticos, plan-fluoritas o plan-

apocromaticos.

Aumento: El aumento de los objetivos
puede ser desde 1x hasta 200x. A cada
escalén de aumento esta asignado un anillo

de color definido. Figura 4.
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Distancia de trabajo (WD): Se denomina
asi, a la distancia que existe entre la
superficie de la laminilla cubreobjetos
(preparacion) y la lente frontal del objetivo,
cuando la imagen estad enfocada. Esta
distancia sera mayor, cuanto menor sea el
aumento propio del objetivo y viceversa.

Aumento
Distancia de trabajo en mm -

Longitud mecanica del tubo----

Cadigo de color de aumento

Codigo de color Aumento
de aumento

Amarillo 10x

Verde 16x20x

Azul celeste 40x50x

Azul cobalto 60x63x
Blanco o crema : 100x,250x,200x

Microscopia éptica invertida y vertical

La distancia de trabajo se expresada en

milimetros.

Larga distancia (LD): Son objetivos que
tienen una distancia de trabajo relativamente
larga que permiten el trabajo en recipientes

de fondos més gruesos.

[ e Nombre del fabricante
LllDoﬁbPé&(I)n -------------------------- Denominacién del objetivo
............ x 5 PR — S———— A i
______________ WD Apertura numérica
""""" wl 0,17----r—Espesor de cubreobjetos
Medio de inmersion

Figura 4. Datos grabados en los Objetivo
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Longitud mecanica del tubo: Es la longitud
que separa al objetivo del ocular, usualmente
en milimetros (160, 170, 220 mm) o con el
simbolo infinito (o) para objetivos con

correccion infinita.

Espesor del cubreobjetos: estandarizado a
0.17 mm o una raya (-) que significa que no
necesita cubreobjetos. Ademas, para algunos
objetivos es necesario el uso de medios de
inmersion y para ello se emplea un cddigo de
colores o abreviaciones como se expresa a
continuacion:  color negro u Oil, (aceite),
color blanco o W, Water, Wasser (agua), y
color naranja o Gly (Glicerol).

Finalmente, la Apertura numérica (A.N) y
otras especificaciones cuya nomenclatura

depende del fabricante. Figura 4.

La Apertura Numérica (A.N.): Esta
normalmente grabada en los objetivos y en
las lentes condensadoras; expresa
matematicamente el cono sélido de luz que
la lente condensadora arroja sobre la muestra
y que capta el objetivo. Cuanto mayor sea la
apertura numérica de un objetivo, mayor
sera la resolucién del mismo. Sin embargo,
para que se cumpla esta condicion es
necesario que la A.N. de la lente
condensadora sea igual o mayor que la A.N.

del objetivo. Por ejemplo, una lente

Microscopia Optica invertida y vertical

condensadora con una A.N. 0.55, es
insuficiente para aprovechar toda Ila
capacidad de resolucién de un objetivo de
100x en aceite de inmersion, cuya A.N. es de
1.25.

> Ocular: Es el conjunto de lentes de
aumento mas cercano al ojo con el que el
observador visualiza ampliada la imagen real
formada por las lentes del objetivo. Ademas,
aplana y aclara el campo oOptico o plano
circular en el que aparece el objeto. La lente
superior se denomina lente ocular y es la que
produce el aumento de la imagen real del
objetivo; la lente inferior se llama colectora,

ésta lente aplana y aclara el campo.

El ocular produce un aumento adicional a la
imagen proporcionada por el objetivo. El
valor de este aumento esta inscrito en la
superficie del ocular y generalmente es de
10x, 12,5x, 15x, 20x o 25x. Posterior al
aumento grabado precedido de una diagonal,
se encuentra el valor de la cifra de campo
que consiste en el diametro en milimetros de
la apertura fija del diafragma, la cual puede

variar desde 18mm hasta 26.5 mm. Figura 5.

Otra de las aplicaciones del ocular consiste
en la cuantificacion o medicion de

estructuras del espécimen en estudio.

12



Campo del microscopio (didmetro del
campo visual): Es el circulo visible que se
observa en el ocular. También se puede
definir como la porcion del plano visible
observado a través de las lentes. Si el
aumento es mayor, el campo disminuye, lo
cual quiere decir, que el campo es
inversamente proporcional al aumento del
objetivo. La forma del campo esta
determinada por el diafragma fijo del ocular,
que generalmente es de forma circular,

aungue también puede ser cuadrado.

Aumento 10x/18

Cifras de campo visual (mm)

Figura 5. Datos grabados en el ocular

> Aplicaciones y ventajas de la

microscopia  invertida  respecto  al
microscopio convencional
- La microscopia invertida, se emplea para

observar células vivas en cultivos celulares o

Microscopia Optica invertida y vertical

tejidos, microrganismos y parasitos en

condiciones relativamente naturales.

- Se puede colocar un cultivo o muestras
grandes en recipientes de diferente grosor
que permiten ver todo el contenido en
condiciones mas naturales (aunque sigue
siendo en condiciones in vitro), pero son
condiciones menos estresantes, porque se
puede sostener la vida por un periodo de
tiempo mucho mas amplio, ya que el disefio
de la tapa de los recipientes evita la
evaporacion y permiten el intercambio de
gas; asi mismo, se tiene un mejor control de
la temperatura, aunque se pueden evidenciar
cambios, ya sean morfoldgicos o fisioldgicos
con el paso del tiempo.

- La principal ventaja, del microscopio
invertido es poder observar los organismos y
tejidos vivos, en comparacion con el
tratamiento con colorantes “tincion Optica”
que es necesario en otros microscopios
Opticos, donde las células u organismos

pueden morir.

- Facilita monitorear actividades de
crecimiento y comportamiento en diferentes
tejidos, organismos y muestras en estado
natural, disminuyendo las condiciones de

estrés, mientras que el microscopio Optico

13



convencional requiere que la muestra se
coloque sobre un portaobjetos de vidrio,
normalmente bajo un cubreobjetos; esto
generalmente, significa la eliminacion de
una pequefia muestra de un cultivo y
colocarla en un ambiente artificial creado

por el portaobjetos y cubreobjetos.

- La temperatura y el contenido de oxigeno

de la muestra pueden cambiar rapidamente.

Mientras que en el microscopio oOptico, las
células o los organismos estaran bajo una
presion mayor, en un espacio confinado y
antinatural como resultado del cubreobjetos.
Por otro lado, la muestra se seca rapidamente
por evaporacioén, a menos que se aplique
repetidamente agua, pero ésta adicion de
agua puede cambiar la salinidad de la
muestra. Estos cambios ocasionan estrés
severo en las células que pueden afectar su
comportamiento y/o matarlas al poco
tiempo. En la actualidad, se han propuesto
algunas soluciones parciales a estos
inconvenientes como son la fabricacion de
portaobjetos con una pequefia cdmara y la
técnica de gota colgante para evitar la
evaporacion, el aumento de la presion y

reducir el confinamiento.

Microscopia Optica invertida y vertical

- El microscopio invertido, tiene objetivos de
alto poder corregidos para una distancia mas
larga de trabajo, estos objetivos son
distinguidos como “LWD” (larga distancia
de trabajo) y “ULWD” (Ultra larga distancia
de trabajo), que permiten observar a través
del fondo de diferentes recipientes, espesores
y caracteristicas Opticas variables, tales
como placas de Terasaki, frascos Corning,
frascos Roux y cajas de Petri. EI material
plastico es Opticamente superior que el de
vidrio, debido a que es mas delgado y
uniforme. Adicionalmente, el condensador
“ULWD” también permite una distancia
larga de trabajo en la cual, los recipientes
grandes pueden ser colocados en la platina.
Por el contrario, en el microscopio optico
convencional, los objetivos de alto poder
(40x y 100x) estan optimizados para un
espesor especifico de un cubreobjetos de
vidrio que es bastante delgado (0.17 mm) y
suelen tener una distancia de trabajo muy
corta, de tal manera, que quedan muy cerca

del objeto a enfocar.

> Observaciones y preguntas
En la figura 6 se esquematiza el

procedimiento a seguir para realizar las

observaciones.

14



Microscopia dptica invertida y vertical

Identificar las partes
del microscopio
invertido

Realizar calculos
e interpretar los
resultados

Conocer el
funcionamiento y
aplicaciones de
la microscopia

Observacion %
microscopica i

Figura 6. Metodologia

1111

En la figura 7 cologue los datos gravados en el objetivo del microscopio que esta utilizando.

N\

Figura 7. Datos del Objetivo

15



Microscopia 6ptica invertida y vertical

Identifique e indique en las figuras 8 y 9, las siguientes partes en los microscopios oOptico
invertido y convencional: 1. Fuente de luz, 2. Condensador, 3. Diafragma, 4. Filtros, 5. Oculares,
6. Tubo binocular, 7. Perilla macrométrico y micrométrico, 8. Revolver porta-objetivos, 9.

Objetivos, 10. Platina, 12. Regulador de la intensidad luminosa.

Figura 8: Esquema del microscopio invertido. (Carl Zeiss)

16



Microscopia dptica invertida y vertical

Figura 9: Esquema del microscopio vertical. (Carl Zeiss)

17



Microscopia Optica invertida y vertical

Por medio de la manipulacion de las partes del microscopio enfoque el cultivo y el

micropreparado celular.

o

Microscopio optico vertical Microscopio optico invertido

a . N a .
Describa las células Describa las células
N L 4
A partir de los datos grabados en los DCV para cada uno de los objetivos del
elementos Opticos (ocular y objetivo), se microscopio.
puede calcular el limite de resolucién (LR), LR—J%XA) DCVZ%
el poder de resolucién (PR), el aumento total
., . PR:A AT =A ocular x A objetivo

(AT) y el diametro del campo visual (DCV). (0.61xA)
Tenga en cuenta que la longitud de onda de AN : Apertura numérica

. % :Longitud de onda
la luz visible es 0.5um (A=0.5 pum), A es el A - aumento

;- CCO: Cifra del campo visual del ocular
aumento y AN es la apertura numérica del P

objetivo y del condensador. Con la férmula En la tabla 1, registre los calculos realizados

correspondiente calcule el LR, PR, AT, y anteriormente.

18



Microscopia Optica invertida y vertical

Tabla 1. Resultados

Cifra del . Diametro

Aumento | campo | Aumento Aper;u_ra Aumento| Limite _d'e Poder q’e del campo
visual numérica total |resolucion| resoluciéon T
10x 18 mm 4x 0.1 40x 3.1um | 0.32um | 4.5mm

Yo

Concluya al comparar los siguientes datos de la tabla 1:

Apertura numérica/limite de resolucion/ poder de resolucion

19



¢Cual es el limite de resolucion minimo para
el microscopio Optico que utilizd en la

practica?

¢Cudles son las semejanzas y diferencias
entre un microscopio compuesto binocular y

un microscopio invertido?

Consulte la definicion de limite de
resolucion, poder de resolucion, poder de

aumento y campo visual.

Consulte la funcion del aceite de inmersion
(medio de inmersion) en microscopia y los
indices de refraccidn del aceite de inmersion,
glicerol, agua, cubreobjetos (vidrio), cultivo

de células y aire.

Consulte el limite de resolucién para los
siguientes sistemas Opticos:
0Ojo humano

Microscopia Optica

[ Aumento del objetivo/ Diametro del campo visual

Microscopia Optica invertida y vertical

Microscopia electrdnica

Teniendo en cuenta el concepto de limite y

poder de resolucion, explique el siguiente

esquema:

O000 O00O0

= =S i 5,

o) I Jo O @ O

W0 OOL0
qu OTqm

Consulte la funcién de cada una de las partes

del microscopio.

Proponga un esquema metodoldgico para el

estudio de las células por microscopia.

Consulte las variantes actuales del

microscopio optico convencional e invertido.

Realice la lectura del articulo Carl Zeiss,
Ernst Abbe, and advances in the light
microscope:

25:4:2017:50-54.

Microscopy Today:
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Microscopia dptica invertida y vertical
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> Introduccion

Las celulas procariotas son aquellas en las
gue no existe nacleo (pro: antes de, Karion:
nacleo), a estas pertenecen el Dominio
Arqueobacterias y el Dominio Eubacterias
(Bacteria). Adicionalmente, gracias a la
técnica de  secuenciacion del  é&cido
ribonucleico de los ribosomas (ARNr 16S),
se ha permitido diferenciar doce grandes
linajes del Dominio Eubacteria, dentro de las
que se destacan Bacterias Rojas, Bacterias
Gram Positivas, Espiroquetas y
Cianobacterias, entre otras.

Las células procariotas no tienen un nucleo
delimitado por membrana. Generalmente el
material genético estd organizado en un
Unico cromosoma situado en el citoplasma,
dentro de un cuerpo irregular denominado
nucleoide.  Ademéas, presentan  pocas
estructuras intracelulares, ya que carecen de
mitocondrias, cloroplastos y de los otros
organulos presentes en las células eucariotas,

tales como el aparato de Golgi y el reticulo

endoplasmatico. Como excepcién, algunas
bacterias contienen estructuras intracelulares
rodeadas por membranas que pueden
considerarse  organulos primitivos, por
ejemplo, los tilacoides de las cianobacterias,
los compartimentos que contienen amonio
monooxigenasa en Nitrosomonadaceae Yy

diversas estructuras en Planctomycetes.

En general, el metabolismo de las células

procariotas  presenta una  diversidad
extraordinaria, lo que explica que se pueden
encontrar bacterias en ambientes muy
diversos, e indica el alto grado de
organizacién que se esconde en esa aparente
sencillez morfoldgica. Muchas bacterias
presentan vacuolas, granulos intracelulares
para el almacenaje de sustancias, como por
ejemplo glucégeno, polifosfatos, azufre o
polihidroxialcanoatos. Las cianobacterias,
producen vesiculas internas de gas que
utilizan para regular su flotabilidad y asi

alcanzar la profundidad con intensidad de



luz y/o unos niveles de nutrientes 6ptimos.
Otras estructuras presentes en ciertas
especies son los carboxisomas (que
contienen enzimas para la fijacion de
carbono) y los magnetosomas (para la

orientacion magnética).

> Morfologia bacteriana

A la forma de una célula se le denomina
morfologia celular. Las células bacterianas
tienen una gran variedad de formas y
tamafos, de las cuales se han descrito
principalmente cuatro: células esféricas o
cocos, células con forma de bastén o bacilos,
células en forma de espiral o espirilos y
células con forma de coma Ilamadas

vibriones.

Muchas bacterias con las formas descritas

anteriormente  presentan  modelos  de
agrupamiento que derivan de los diversos

planos de division celular. Figura 1.

> Cianobacterias

Es una division del dominio Bacteria y
comprende las bacterias capaces de realizar
fotosintesis oxigénica. Son los Unicos
procariotas que llevan a cabo ese tipo de
fotosintesis, por ello también se les

denomina oxifotobacterias.

Estructura de células procariotas con tinciones simples

a.
Formas esféricas -
Ejemplos Morfol
o en Cocos Jempl orfologia
Diplococos (en pares) Neisseria CD
c Division en un solo planc
En cadena Streptococcus I
I/'j—/\_b
o/
Divisién en un solo plano
En tétradas Pediococcus EX)
m 0O
Divisién en un dos planos
En racimo Staphylococcus %
Divisién en_tres planos
En cubos Sarcing g%
\_ Divisién en tres planos j
b.
Forma en bastones o bacilos Ejemplos Morfologia
Bacilos en cadena Bacilus

Diplobacilos: baciles en pareja Y

En empalizada: dispuestos uno al lado Corynebactenium l-‘“\ (TY—\
I .

del otro

Cocobacilos: bacilos con extremos Haemophilus P
ovalados influnzae L

C.

Otras formas Ejemplos Morfologia

Vibrio: en forma de coma Vibrio cholerae

Espirilos: en forma de hélice
rigida

Espiroguetas: en forma de Treponema pallidum

hélice flaxible

Halicobacter pylori @
f—s’ﬁ

=
-

¥
&

S\
{( f\_/)lll g}

Filamentosas Aclinomyces

p

Figura 1. Morfologia Bacteriana. a. formas
esféricas. b. formas en bastén. c. otras
formas

Se encuentran como células independientes
0 como colonias pluricelulares filamentosas.
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El Manual de Bergey’s, divide a las
cianobacterias en cinco grupos
morfoldgicos: Unicelulares con division por
fision binaria (Gloeothece), unicelular con
division por fisibn multiple colonial
(Dermocarpa), filamentosas fijadoras de
nitrogeno con células diferenciadas Ilamadas
heterocistes (Anabaena y Nostoc), Figura 2 a
y b ; filamentosas sin formar heterocistes
(Oscillatoria) y filamentosas ramificadas

(Fischerella).

En las cianobacterias filamentosas (que
forman tricomas), se puede observar dos
tipos principales de celulas diferenciadas a
partir de las vegetativas: heterocistes y

acinetos. Figura 2a.

Acineto: una o varias células que ante
condiciones adversas generan una capa
externa dura que les permite resistir

condiciones ambientales desfavorables.

Heterociste: célula observable en algunas
cianobacterias filamentosas, especializada en
la asimilacién del nitrégeno (N2) atmosférico
y en la formacion de hormogonios (cada uno
de los filamentos en que se dividen los
tricomas). Se distinguen por su mayor

tamafio, por su contenido traslicido y por la

Estructura de células procariotas con tinciones simples

presencia de marcas polares refringentes en

el punto de union con las células contiguas.

Acineto

Heterociste

% Heterociste

b.

Figura 2. Cianobacterias filamentosas. a.
Cianobacteria  con  acineto,  células
vegetativas y heterociste (Nostoc sp.) b.
Cianobacteria Filamentosa (Anabaena sp.).

Microscopio optico 1000x.
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» Endospora
Las endosporas son estructuras esféricas u
ovales formadas dentro de ciertas especies
bacterianas y representan un estado latente o
de reposo en el ciclo de crecimiento de esos
microorganismos. Figura 3. Las endosporas

son altamente resistentes al estrés fisico y

Estructura de células procariotas con tinciones simples

quimico, tal como calor, presion, sequedad,
acidos, bases fuertes y radiacion UV. Las
bacterias que forman endosporas se
encuentran habitualmente en el suelo, y

pertenecen principalmente a los géneros

Streptomyces, Clostridium y Bacillus.

Figura 3. Endosporas de Paenibacillus sp. a. Microscopia 6ptica. b. Microscopia de contraste de
fases c. microscopia electronica de transmision.
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» Observaciones y Preguntas
Formas de las células procariotas

Preparaciones en fresco

Las preparaciones en fresco se utilizan para

observar  microorganismos  vivos, por
ejemplo los que habitan en el agua, los que
contiene el lacticus,

yogurt  (Bacillus

Lactobacillus  bulgaricus,  Streptococcus
lacti) y los que causan alguna patologia en

secreciones corporales, entre otros.

Flamee el asa de siembra y coloque una gota
de la muestra (cultivo microbiano, agua
centro del

residual o yogurt) en el

portaobjetos el cual debe estar limpio.

o,
il 2N

L4

‘---------------------------------1---------------------------------.

Apoye el cubreobjetos en un angulo de 45°
con relacion al portaobjetos y sosténgalo de
modo que haga contacto con la muestra
liquida, déjelo caer lentamente. De esta
manera se evita la formacién de burbujas
que podrian dificultar la observacion. Si
queda agua por fuera del cubreobjetos,

séquela con papel absorbente.

Observe la lamina al microscopio Optico
primero en menor aumento (100x) para dar
un enfoque a la muestra, finalmente enfoque
en 1000x.

Dibuje lo observado vy describa las

caracteristicas celulares.

L)

Describa las caracteristicas
celulares que observa

L L L L L L L T T N T T T T e

LTI T,
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Estructura de células procariotas con tinciones simples

Describa las caracteristicas
celulares que observa

AT T T T T T T T T T T P T T T T T T T T T g
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Tinciones simples

Se utiliza un solo colorante por lo que todas
las estructuras celulares se tifien con la
misma tonalidad y proporciona contraste lo
que permite observar mejor un organismo
completo. La tincion se hace con un
colorante bésico como es cristal violeta,
fucsina bésica, azul de metileno o nigrosina

(tinta china).

Tincién con cristal violeta, fucsina bésica

o azul de metileno

Esterilice el asa al rojo vivo y déjela enfriar
para evitar que los microorganismos sean

destruidos.

Haga un extendido por separado de cada
cultivo microbiano en la lamina. Si es de un
medio solido, tome en condiciones asépticas,

una pequefia cantidad del cultivo bacteriano

y transfiéralo a una gota de agua colocada

previamente en la mitad del portaobjetos.

Si la muestra procede de un cultivo en medio
liquido, basta con colocar y extender una
gota de la suspension bacteriana, que se
toma con el asa de siembra, directamente
sobre el portaobjetos. Deje secar la muestra a
T° ambiente.

Fije la muestra pasando la lamina por la

llama del mechero 3 veces.

Realice la tincion adicionando el colorante
(azul de metileno o cristal violeta) que cubra

todo el frotis y deje actuar por un minuto.

Elimine el exceso del colorante mediante el
lavado con agua. En este caso, incline el
portaobjetos y aplique el chorro suave de
agua en su parte superior, de manera que

resbale sobre el frotis, pero sin que vaya
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Estructura de células procariotas con tinciones simples

dirigido directamente sobre él, pues lo Observe al microscopio con el objetivo de
podria arrastrar. inmersion. Figura 4.

Dibuje lo observado y en los recuadros

Deje secar el micropreparado a T° ambiente, describa las caracteristicas celulares en
limpie el exceso de agua por el reverso del cuanto a forma, agrupacion, tamafio Yy
portaobjetos con papel absorbente. estructuras celulares.
il ™
é_\ Esterilizar el
asa
' \ Tomar las
= : celulas
’,
&B
S — Hacer el
extendido
3 dejar secar

a Tambiente

4 Fijar

Tincion
dejar secar

a Tambiente

Observacion
microscopica

Figura 4. Metodologia
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Observacion de estructuras procariotas:
Endosporas (Clostridium sp. o Bacillus sp.)

Observe el micropreparado al microscopio
Optico con el objetivo de menor aumento y
luego con el objetivo de inmersion.

Dibuje e indique la estructura procariota que
observa.

Describa las estructuras caracteristicas de las

células procariotas.

Dibuje una célula procariota e indique sus

estructuras celulares.

¢Cual es el principal componente quimico de

la pared celular de las células procariotas?

-

TR

T TN T=55'5'5%4wv

Estructura de células procariotas con tinciones simples

;Cuéles son las caracteristicas de la

membrana plasmatica en células procariotas?

iCual es el fundamento de la tincién

diferencial denominada tincién de Gram?

¢Cual es la diferencia estructural de la pared

celular entre las bacterias Gram - y Gram +?

¢Cudles son las desventajas que tiene la

coloracion simple?

¢Cudl es la funcion de la endospora y qué
colorantes son usados para la tincién de esta

estructura?

‘---------------------------------1--------------------.-------.----.

Describa las caracteristicas
celulares que observa
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Estructura de células procariotas con tinciones simples
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Capitulo 3

Células de hongos en diferentes sustratos por
microscopia optica

> Introduccion

La micologia (del griego micos), es el
estudio de los hongos. Los hongos son
organismos eucariotas con caracteristicas
que los asemejan a las plantas y/o a los
animales; es decir, poseen nucleo,
mitocondrias, sistemas de endomembranas,
tienen una pared formada por quitina y la
sustancia de reserva es el glucdgeno. Los
hongos no sintetizan sus alimentos, ya que
no tienen clorofila, son gquimioheterotrofos,
utilizan compuestos organicos como fuente
de carbono y de energia. Ademas, no forman
tejidos, sus células son filamentosas (hifas) o

globosas (levaduras).

Se estima que el nimero de hongos
presentes en la tierra es de 1.5 millones de
especies de las cuales apenas el 5% han sido
clasificadas. Este reino tiene
aproximadamente 103 dérdenes, 484 familias,
cerca de 5.000 géneros y unas 80.000
especies descritas. La phyla (a veces llamado
divisiones) de los hongos se han clasificado
basicamente teniendo en cuenta las

caracteristicas de sus estructuras

reproductivas. Actualmente se proponen
siete phyla: Microsporidios,
Chytridiomycota, Blastocladiomycota,
Ascomycota, Basidiomycota

Neocallimastigomycota y Glomeromycota.

Se puede estudiar los hongos de acuerdo a si
son patégenos o benéficos, al lugar que se
encuentren, o a la aplicacion que se deriva
de ellos. De esta manera, se divide su estudio
en micologia basica, micologia médica,
micologia industrial o micologia agricola,
entre otras. La micologia basica trata sobre
aspectos generales de los hongos, como su
estructura, biologia, ecologia y diversidad.
La micologia médica versa sobre el estudio
de los hongos que producen enfermedades
tanto en personas como en animales; hasta el
momento se ha descrito que al menos 150
tipos de hongos estan relacionados con
enfermedades en  humanos, algunas
enfermedades causadas son la aspergilosis,
la candidiasis o la tifla. La micologia
industrial abarca el estudio de los hongos en
procesos industriales, por ejemplo, el uso de

las levaduras en la fermentacion de bebidas
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alcohdlicas, de mohos en la obtencion de
antibidticos y del cultivo de los hongos
comestibles. Finalmente, la micologia
agricola se encarga de estudiar los hongos
que provocan enfermedades en los cultivos,

asi como los utilizados en el control

bioldgico de plagas (hongos
entomopatogenos).
> Morfologia de los Hongos

De acuerdo con su forma, los hongos se
clasifican en hongos filamentosos y no
filamentosos.

> Hongos filamentosos (Mohos)

Los mohos se caracterizan por tener nucleo
verdadero, carecer de pigmentos
fotosintéticos, poseer un micelio con pared
celular constituida por glucanos, quitosano y

quitina.

Las esporas del moho germinan para
producir filamentos largos y ramificados que
se conocen como hifas. Las hifas pueden ser:
septadas, las que poseen unos tabiques o
septos de separacion que las dividen en
células uninucleadas y las no septadas
(cenaociticas) por la ausencia de tabique que
separan los nucleos de las células. Las hifas
crecen formando una masa ramificada que
en su conjunto se llama micelio.

Los micelios pueden ser a su vez: micelio

vegetativo, penetra el sustrato y es el

encargado de la absorcion de nutrientes y
micelio aéreo, lugar donde se dan las

estructuras para la reproduccion.

Estructura microscopica y macroscopica
de hongos filamentosos

Hifa: son elementos filamentosos cilindricos
caracteristicos de la mayoria de los hongos
que conforman su estructura vegetativa.
Estan constituidos por una fila de células

alargadas envueltas por la pared celular que,

reunidas, forman el micelio. Figura 1.

Vacuolas 3 ‘
Reticulo Mitocondrias  Aparato de
endoplasmatico Golgi

Membrana
plasmética

Figura 1.  Hifas a. Microscopia Optica
1000x. b. Diagrama de una hifa con sus
estructuras celulares.
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es una estructura cerrada, a
menudo esférica donde se producen esporas

asexuadas por division. Ejemplo Rhizopus

sp.

una hifa especializada que

sostiene el Esporangio.

espora producida asexualmente
formada por constriccion, gemacién o

division del septo de la hifa.

: Ramificacion del micelio en la
que se desarrolla las conidias. Ejemplo

Aspergillus sp., Penicillium sp.

Estructura con forma de botella,
ubicada en el extremo de un conidi6éforo,
sobre la cual se producen esporas. Ejemplo

Penicillium sp.

La estructura de las esporas de los hongos
filamentosas es muy variable y constituye
una de las bases de la clasificacion. El color
de muchos mohos que viven en la materia
organica en descomposicion se debe a sus

esporas asexuales. Estas presentan varias

tonalidades de color como blanco, amarillo,

azul, verde, rojo, pardo o negro.

La importancia que tienen los hongos es
muy amplia. De los hongos medicinales se
ha obtenido la penicilina (Penicillium sp.),
algunos se han empleado en la alimentacién
como por ejemplo los champifiones
(Agaricus bisporus), otros son utilizados con
un fin estético y ornamental (Amanita
muscaria). Los hongos psilocibios son
empleados en la industria farmacéutica al
producir sustancias alucinégenas; en la
agricultura son usados como agentes de
control biologico de plagas, mientras que
otros hongos estan presentes en la pudricion
de la madera. Se han empleado hongos para
producir industrialmente enzimas como las
amilasas y proteasas, &cidos como por
ejemplo el citrico, glucénico o el &cido
galico. Sin embargo, algunas especies
afectan a humanos y animales al producir
micotoxinas 0 compuestos bioactivos como
los alcaloides, asi mismo, existen hongos
que atacan las plantas y estos pueden poner
en riesgo la seguridad alimentaria y el

rendimiento de los cultivo.
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Tipos de esporas asexuales

’

Esporangiosporas: Espora que se encuentra dentro de un esporangio o saco, en
el extremo de una hifa aérea llamada esporangioforo. Figura 2.

Esporangio

Esporangiosporas {.
- Esporangioforo

Figura 2. Hongo Rhizopus sp.

Zoosporas: Esporangiosporas moviles (flagelos) formadas en estructuras llamadas

Kzoosporangios. /

[Conidiosporas o conidias: Espora unicelular o multicelular que no esta \
encerrada en un saco.

Conidiéforo

Figura 3. Hongo Aspergillus sp.y Penicillium sp.

Se forman en la punta o costados de hifas llamadas conidiéforos. Figura 2

Existen diversos tipos: artrosporas, clamidiosporas, blastosporas

Artrosporas: Conidias formadas por septacion y fragmentacion de una hifa
existente. Los elementos de la hifa se convierten en Conidios. Cada segmento se
libera sucesivamente.

Clamidosporas: Conidias formadas cuando la célula de una hifa intercalar o apical
crece, se redondea y forma una pared delgada. Usualmente se desarrolla bajo
condiciones de estrés.

Blastosporas: Conidias formadas por gemacion a partir de una célula vegetativa

(hifa). La espora puede permanecer unida y formar mas blastosporas (cadena de
esporas).
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Figura 4. Estructura macroscopica de
Penicillum sp.

> Hongos no filamentosos

(Levaduras)
Son hongos unicelulares, las células
(blastospora) pueden ser de forma oval,
esférica, elipsoide o alargada y en el medio
de cultivo forman colonias cremosas.
Las blastosporas se
multiplican mediante fision binaria o por
gemacion o division asimétrica. Algunas
forman Pseudohifas que es una nueva célula
gque no se separa y que adquiere forma
filamentosa. De acuerdo con la especie,
nutricion, edad y otros factores, las
dimensiones de una blastospora pueden
oscilar entre 1 a 9 um de ancho y de 2 a mas
de 20pm de longitud. Vale la pena destacar
que algunos hongos fitopatdgenos forman
colonias levaduriformes en cultivos axénicos
y varios patdgenos de animales se presentan

como levaduras en los materiales clinicos.

Las levaduras pertenecen a dos clases de
hongos: ascomicetos o0 basidiomicetos,
aunque muchas de ellas se presentan
cominmente en la forma imperfecta. Un
ejemplo de los ascomicetos es la levadura
Saccharomyces cerevisiae, la cual tiene la
facultad de crecer en forma anaerobia
realizando fermentacion alcohdlica. Por
parte de los basidiomicetos un ejemplo es la
especie Rhodotorula mucilaginosa que se
caracteriza por la coloracion rojo-salmén de
sus colonias, lo cual es resultado de la
acumulacion de pigmentos carotenoides de
interés industrial, tales como torularodina,
toruleno y -caroteno.

Las levaduras son consideradas
generalmente como benéficas cuando se
asocian a la industria de alimentos, debido al
papel que juegan en la obtencion de
productos y bebidas fermentables, entre los
que se conocen la fabricacién de pan y
productos de pasteleria; produccion de
alcohol, vino, sidra y cerveza, entre otras
bebidas.

Existen algunas especies de levaduras que
pueden causar enfermedades en las plantas,
en los animales y en el hombre. La levadura
Nematospora coryli, puede infectar vy
producir manifestaciones patologicas en

ciertas frutas y verduras. Las principales

39



Células de hongos en diferentes sustratos por microscopia éptica

infecciones humanas pueden presentarse en
la piel (dermatofitosis), en el aparato
respiratorio o a nivel intestinal. Un ejemplo
es Candida albicans que produce con
frecuencia infecciones de la piel, ufas y
mucosas, Yy en algunas ocasiones, da origen a
infecciones generalizadas de bronquios y
pulmones. La levadura Cryptococcus
neoformans causa una infeccion sistémica

grave que afecta al cerebro y meninges.

Figura 5. Saccharomyces cerevisiae. a.
Blastosporas por microscopia 6ptica. 1000x
b. Diagrama de blastosporas en gemacion. c.
Estructura macroscopica

> Observacion y preguntas

Observacion Macroscopica de Hongos

filamentosos y levaduras

La identificacion de los hongos se basa en el

examen macroscopico de la colonia presente

en el medio de cultivo, asi como en sus
caracteristicas microscopicas. Respecto a las
caracteristicas macroscopicas se debe tener

en cuenta la forma de la colonia, el color de

la superficie, la textura y la produccion de
Pared celular pigmentos. En los medios de cultivo las
Nucleo levaduras  forman colonias  htmedas,
Citoplasma cremosas opacas 0 pastosas y los hongos
--------------------- Membrana celular . :
filamentosos producen colonias algodonosas,

lanosas o pulverulentas.
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A cada grupo se entregara cultivos que
contienen los siguientes hongos: Penicillium
sp.  Aspergillus  sp., Rhizopus sp,
Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula

mucilaginosa.

Observe con detalle cada una de las cepas
crecidas y describa las caracteristicas de la

colonia teniendo en cuenta la siguiente

Caracteristicas macroscopicas de la
colonia

Caracteristicas Hongos Hongos
macroscopicas filamentosos levaduriformes
Atercopelada Cremosa
Apariencia Algodonada Opaca
Pulveruenta Pastosa
Color Colonia reversa, pigmento del medio
Tamaio Digmetro dela colonia

Coloque una gota de azul de lactofenol en un

portaobjetos limpio.

Tome una pequefia cantidad de micelio o
colonia cremosa de cada uno de los cultivos

con el asa o cinta pegante, procurando

arrancarlo desde la base y col6quelo con
cuidado sobre la gota de colorante. Con
ayuda de agujas o de un asa recta distribuya
el material en la gota de manera que no

quede amontonado.

Coloque sobre la preparacion la lamina
cubre objeto, empezando por un lado para
evitar que se formen burbujas entre los dos

vidrios.

Observe al microscopio con los objetivos de

10x, 40x y 100x, si es necesario.

Realice esquemas e identifique las células de

los hongos observadas.

Repita los dos pasos iniciales para realizar el

micropreparado de la colonia de levaduras.

Para cada uno de los cultivos asignados,
haga el reporte en la tabla 2 de las diversas
colonias en cuanto a color, tamafio y

apariencia, tal como se indica en la tabla 1.
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Tabla 2. Resultados

Nombre cientifico del Hongo:

Color

Tamano

Apariencia

-

L

Nombre cientifico del Hongo:

Color

Tamano

Apariencia

-

L

Nombre cientifico del Hongo:

Color

Tamano

Apariencia

-

L

Nombre cientifico del Hongo:

Color

Tamano

Apariencia

Ve

e

I
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Nombre cientifico del Hongo:

Color

Tamano

Apariencia

e

Nombre cientifico del Hongo:

Color

Tamano

Apariencia

L

Observacion de hongos en diferentes
sustratos: Hojas, tallos, frutas, entre otros
Una semana antes de la practica, seleccione
fragmentos de tallos, hojas, frutas maduras o
pan y coloquelos en una camara htimeda.

Para construir la cAmara humeda, coloque
en una bolsa pléastica o recipiente plastico un
algodén embebido en agua. Posteriormente,
deposite residuos de hojas, tallos, frutas o
pan y se mantenga el recipiente cerrado a
temperatura ambiente. Figura 6.

Lleve al laboratorio la cdmara himeda el dia
de la préctica.

Figura 6. Cdmara hameda

Con el asa recta o con cinta pegante, tome
muestras de los hongos que crecieron en los

residuos que estan en la camara himeda y
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prepare las placas utilizando el colorante
azul de lactofenol.

Observe al microscopio oOptico con los

objetivos de 10x y 40x.

Realice esquemas e identifique las
estructuras de los hongos observadas.
Compare las ceélulas observadas con las
estructuras de los hongos que se encuentra
en los atlas de micologia descritas en la
bibliografia.

Observacion de hongos en muestras de

suelo.

Ponga aproximadamente 150 gramos de

tierra en un recipiente plastico o de vidrio.

Sumerja dos portaobjetos limpios en una
solucion de gelatina sin sabor, deje que se
solidifique hasta que cubran con una pelicula
delgada uno de los lados del portaobjetos.

Luego, introduzca el portaobjetos en la tierra
del recipiente, dejandole afuera una pequefia

porcion.

Cubra el recipiente con un plastico
transparente, perforelo para permitir la
entrada del aire e incube a temperatura

ambiente durante una semana. Figura 7.

Frasco
' con tierra
N

Portaobjetos
cubierto

con gelatina
sin sabor

=

1
¥ & =
=
N

Figura 7. Montaje en tierra

introducir el
portaobjetos
en la tierra

Lleve el montaje el dia de la practica.
Remueva el portaobjetos teniendo cuidado
de no dafiar la pelicula que sera tefiida (uno
de los lados del portaobjetos).

Fije la pelicula al calor; limpie suavemente y
elimine las particulas grandes de tierra del
lado del portaobjetos que sera tefiida.
Después que los portaobjetos estén limpios,
sumérjalos en &cido acético durante uno a
tres minutos.

Realice la tincion con violeta de genciana
durante 5 a 10 minutos.

Lave con agua para eliminar el exceso de
colorante y deje secar al aire.

Observe al microscopio con los objetivos de
40x y 100x.
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Dibuje e identifiqgue las células de los
hongos observadas.

Compare y describa las células observadas
con las estructuras de los hongos que se
encuentra en los atlas de micologia en la

bibliografia.

En la siguiente tabla realice el dibujo y
describa las estructuras y las caracteristicas
de las células de los hongos que observa en
los micropreparados de los cultivos y los

encontrados en hojas, pan, frutas y tierra.

Describa las caracteristicas
celulares que observa

Describa las caracteristicas
celulares que observa

Describa las caracteristicas
celulares que observa
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Consulte la estructura de los siguientes
hongos: Penicillium, Rhizopus, Aspergillus

Mucor, Fusarium.

Defina el término esporas
Consulte enfermedades en humanos vy

animales que son causadas por hongos.

¢Qué productos biotecnoldgicos se pueden

obtener por la accion de los hongos?

¢Cuéles son los componentes quimicos de la

pared celular en los hongos?

Describa las caracteristicas
celulares que observa

Describa las caracteristicas
celulares que observa

Realice el disefio de un micropreparado de
una muestra de yogurt y describa las células
de hongos que participan en el proceso de

fermentacion.

¢Cuéles son los mecanismos de division

celular fungica?

¢Qué eventos moleculares regulan la
division celular por gemacion?

Realice una tabla con la clasificacion general

de los hongos
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> Introduccion

Para llevar a cabo las reacciones quimicas
necesarias en el mantenimiento de la vida, la
célula necesita mantener un medio interno
apropiado. Esto es posible porque las células
se encuentran separadas del mundo exterior
por una membrana limitante, conocida como
membrana plasmatica. Todas las células,
tanto procariotas como eucariotas estan
rodeadas por la membrana plasmatica, que
es una barrera fisica que separa el medio
celular interno del externo. En las células
eucariotas, y en algunas procariotas, también
hay membranas intracelulares que delimitan
a los organulos, separando la luz del

orgénulo del citosol.

Cada tipo de membrana esta especializada en
una o varias funciones determinadas
dependiendo del compartimento celular
donde se encuentre. Entre las diversas
funciones que realiza la membrana esta la
creacion de gradientes idénicos, los cuales

hacen sensible a la célula frente a estimulos

el
A
e ®

externos que permiten la transmision de
informacion  (sefalizacion  celular), la
produccion de ATP por el paso de electrones
a través de la cadena transportadora de
electrones en la membrana mitocondrial
interna 'y en general mecanismos del

transporte selectivo de moléculas.

La presencia de membranas internas en las
células eucariotas proporciona
compartimientos intracelulares (por ejemplo,
la membrana nuclear que encierra el ADN)
que limitan ambientes Gnicos en los que se
llevan a cabo las actividades bioquimicas de
la célula, necesarias para su supervivencia.
En las membranas se disponen mudltiples
receptores que permiten a la célula "sentir"
la informacién que viaja en forma de
moléculas por el medio extracelular
(comunicacién intercelular), por ejemplo, en
las neuronas y células musculares. Ademas,
poseen enzimas asociadas que realizan
numerosas actividades metabdlicas, como la
sintesis  de

celulosa, fosforilaciones,

produccion de energia y sintesis de lipidos,



entre otras. También la adhesién celular a la
matriz extracelular a otras células en los
tejidos animales se debe a las moléculas

presentes en la membrana plasmatica.

Parte de las funciones de la membrana se
deben a sus propiedades fisicoquimicas, ya
gue es una estructura fluida que hace que
sus moléculas tengan movilidad lateral,
como si se tratase de una lamina de liquido
Viscoso; es semipermeable, por lo que puede
actuar como una barrera selectiva frente a
determinadas moléculas (mecanismos de
transporte); posee la capacidad de ser rota y
fusionada de nuevo sin perder su
organizacion, es una estructura flexible y
maleable que estd en permanente
renovacion, es decir, eliminacion y adicion
de moléculas que permiten su adaptacion a

las necesidades fisioldgicas de la célula.

El espesor de las membranas varia entre los
6 y los 10 nm, lo cual indica que no son
exactamente iguales. Las membranas
celulares estdn formadas por lipidos,
proteinas y, en menor medida, por glucidos.
La organizacion de las membranas celulares,
asi como sus propiedades fisioldgicas y
estructurales dependen de la proporcion y
del tipo de moléculas que las componen. Los

lipidos son moléculas anfipaticas, con una

parte hidrofilica y otra hidrofobica, que se
disponen formando una bicapa lipidica
donde las partes hidrofébicas (acidos grasos)
se encuentran en el centro de la membrana y
las hidrofilicas (glicerol, grupo fosfato y
otros radicales) en contacto con el agua.
Entre los lipidos se insertan las proteinas
denominadas integrales o transmembrana,
que poseen secuencias de aminoacidos
hidrofobicos entre las cadenas de los &cidos
grasos de los lipidos, y secuencias de
aminodcidos hidrofilicos que estan con la
solucion acuosa intra y extracelular.
También hay proteinas asociadas a una u
otra superficie de la bicapa lipidica. Los
glicidos no estan en todas las membranas,
por ejemplo en algunas membranas
intracelulares, pero son abundantes y se
localizan en la superficie extracelular de la
membrana plasmatica que limita la célula

con el medio externo.

Por supuesto, los lipidos, proteinas vy
glucidos son grupos heterogéneos de
moléculas, asi mismo, como se describié
anteriormente, las membranas estan en una
constante renovacion que permite a la célula
cambiar su composicion y proporcion de sus
componentes. Por ejemplo, la membrana de
los eritrocitos de rata contiene un 50 % de
lipidos, un 40 % de proteinas y un 10 % de
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glucidos. Una proporcion similar a ésta es la
mas comun entre las membranas plasmaticas
de todas las células animales, con algunas
excepciones, por ejemplo, la mielina
formada por las membranas plasmaticas de
las células de Schwann, que rodean a los
axones situados fuera del sistema nervioso
central, contienen un 80 % de lipidos y un 20
% de proteinas. Las  membranas
intracelulares suelen contener una mayor
proporcion de proteinas que la membrana
plasmatica. La mayor diferencia la
encontramos en las mitocondrias donde el
porcentaje de proteinas de su membrana

interna llega hasta el 80 %.

Los glucidos (Oligosacaridos) presentes en
las membranas no se encuentran libres,
como ocurre con los glucosaminoglucanos
en la matriz extracelular, sino que estan
unidos covalentemente a los lipidos
(principalmente esfingolipidos) formando
los glucolipidos y a las proteinas haciendo
parte de las glucoproteinas de membrana,
mediante enlaces glucosidicos tipo O (con el
aminoécido serina) o tipo N (con el
aminoacido asparragina).Tanto glucolipidos
como glucoproteinas son mas abundantes en
la membrana plasmatica, preferentemente
localizados en la monocapa externa,
estabilizando la  posicion de  éstas

biomoléculas dentro de la membrana. Los

glucidos de las membranas se ensamblan
principalmente en el aparato de golgi,
aunque  también en el  reticulo
endoplasmatico. Al conjunto de glicidos
localizados en la membrana plasmatica se les
denomina glucocalix y el grado de desarrollo

depende del tipo celular.

Los glucidos tienen papeles importantes en
el funcionamiento celular,
fundamentalmente actdan como lugares de
reconocimiento y unién. Por ejemplo, los
grupos sanguineos vienen determinados por
glucidos de la membrana (antigenos
presentes en la membrana celular de los
eritrocitos), cuya funcion esta relacionada
con la capacidad de respuesta inmunitaria y
estabilidad inmunolédgica a la superficie
celular. Cuando se produce una infeccion,
las células endoteliales proximas exponen
una serie de proteinas llamadas selectinas
que reconocen Yy unen sacaridos de los
linfocitos circulantes en el torrente
sanguineo y permiten su adhesion y el cruce
del propio endotelio para dirigirse hacia la
zona infectada. El reconocimiento celular
mediado por los glicidos es también muy
importante durante el desarrollo
embrionario. Son también unos de los
principales lugares de reconocimiento por
parte de los patdgenos para unirse e infectar

a las células.
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Los virus como el de la gripe, bacterias
patdogenas como E. coli y protozoos
patdgenos deben adherirse a la superficie
celular para infectar, de otra manera seran
eliminados por los mecanismos de defensa
del organismo. Estos patdgenos poseen unas
proteinas de membrana denominadas
lectinas que tienen  afinidad  por
determinados azlcares o0 cadenas de
azlcares y por tanto solo reconoceran a las
células que los posean. La selectividad en la
infeccion de determinados tipos celulares
depende de la composicidn de azucares de su
glucocélix. Existen diferencias entre los
glucidos de la membranas de vertebrados,

invertebrados y protozoos.

Las cadenas de carbohidratos de las
glucoproteinas y de los glucolipidos en la
membrana plasmatica se extienden hacia el
espacio extracelular (asimetria) y estan
disponibles para interactuar con
componentes de la matriz extracelular al
igual que las lectinas, los factores de
crecimiento y los anticuerpos. Una
consecuencia importante de tales
interacciones se ilustra con los antigenos de
los grupos sanguineos A, B y 0. Estos tres
componentes oligosacaridos
estructuralmente relacionados con ciertas
glucoproteinas y glucolipidos se expresan en

la superficie de los eritrocitos humanos y en

otros tipos celulares. Los antigenos de los
grupos sanguineos ABO son cadenas de
oligosacéridos unidos en forma covalente a
glucolipidos o glucoproteinas en la
membrana  plasmatica. Los  azUcares
terminales de los oligosacaridos distinguen a
los tres antigenos. La presencia 0 ausencia
de las glucosiltransferasas que afiaden
galactosa o0 N-acetilgalactosamina al

antigeno del 0 determina el tipo de sangre.

La determinacion de los diferentes grupos
sanguineos se basa en la aglutinacion, que se
produce en los eritrocitos, cuando se ponen
en contacto con anticuerpos plasmaticos
aglutinantes (aglutininas) especificos contra
los  antigenos  de su superficie
(aglutin6geno), este proceso se denomina
hemoclasificacion. Las diferentes especies
de animales presentan los siguientes grupos

sanguineos.

Grupos sanguineos

Especies Grupo sanguineo (Antigeno de la superficie de los eritrocitos)
Humanos A B AB,0
Chimpancés A, minimo 0
Gorilas B, minimo 0
; Sistema DEA (Dog erythrocyte antigen): DEA-1.1 (A1), DEA-1.2 (A2),
Caninos DEA-3 (B), DEA (C), DEA-S (D), DEA-G(F), DEA-T (Tr), DEA-8 (He).
Felinos A B,AB
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Antigeno A

Antigeno 0

. Glucosa (Glc)
@ Galactosa (Gal)

Antigeno B O N-acetilglucosamina (GIcNAc)
. N-acetilgalactosamina (GalNAc)

. Fucosa (Fuc)

Wﬁ%m w

Glucolipidos/glucoproteinas

Antigeno AB

» Antigenos Membrana
plasmatica de los eritrocitos

N

Figura 1. Antigenos (glucolipidos /glucoproteinas) en la membrana plasmatica de los

eritrocitos. a. Membrana plasmatica de los eritrocitos b. Antigenos A, 0, By AB.

> Factor Rh

Extracelular

En el afio 1940, se detecta la existencia de un

nuevo antigeno en la membrana de los

gldbulos rojos de la mayoria de la poblacion.

Este antigeno es llamado Rh o antigeno D, Wembrana
ya que las primeras investigaciones se Oelular
llevaron a cabo experimentando con un

simio del tipo Macaccus Rhesus. El Rh, es

una proteina que si estd presente en la

superficie del eritrocito, sera Rh positivo y si
esta ausente, sera Rh negativo. Los antigenos Intracelular

Rh, son proteinas de 417 amino&cidos que

) Figura 2. Proteina del Rh en la membrana de
juntos cruzan la membrana celular del

o : los eritrocitos
eritrocito 12 veces. Figura 2.
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> Observacion y preguntas

Antigenos en los eritrocitos (glébulos

rojos o hematies)

En un portaobjetos previamente marcado A,
B, Rhy preferiblemente a 37°C, temperatura
Optima para la aglutinacion, coloque tres
gotas de sangre obtenidas por puncion. A
cada una de ellas adicione una gota del
respectivo anticuerpo (antisuero): Anti-A,
Anti-B,  Anti-D.  Las

homogenizan con un palillo y observe en

muestras Se

cudl de ellos se ha producido la aglutinacion
por la unién de gldébulos rojos que hace que
estos se precipiten dando un aspecto

grumoso. Figura 3.

® |g== AntiA

® | = AntiB ®
® |§== AntiD

Anticuerpo

Glébulos rojos Aglutinacion

Antigeno membrana
plasmatica

Figura 3. Reaccion de aglutinacion de

glébulos rojos

La presencia de aglutinacion indicaré que los
eritrocitos poseen ese determinado antigeno
en su membrana plasmatica. Por ejemplo, en
la tabla 2 vy figura 3, se reportan los
resultados en caso de aglutinacion con el

Anti-A y anti- D en eritrocitos que contienen

el antigeno del grupo sanguineo A.

Tabla 2. Aglutinacion con el anti-A y anti-D.

) ) Cle-Gal-
Anti-A Si Glucoproteinal | GloNAc-Gal-
Glucolfpido Fuc-GalNAc At
Ant|-D 'Rh S] Proteina ........................

Identificacion de antigenos por la reaccion
de aglutinacion
Realice el procedimiento  descrito
anteriormente y registre los resultados en la
tabla 3:

Tabla 3: Resultados

Placa 1
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Placa 3 Placa 5

L5

Placa 4 Placa 6

/ Analisis de resultados \
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Mediante un esquema describa las balsas

lipidicas o “rafts”

Defina antigeno y anticuerpo.

Consulte los antigenos en los eritrocitos que
representan los grupos sanguineos en

Bovinos, Ovejas, Cerdos y Caballos.

¢En qué estructura celular se encuentran los

antigenos de los grupos sanguineos?

Consulte  ejemplos de oligosacaridos

utilizados para el reconocimiento celular.

¢Cual es la importancia de conocer los
grupos sanguineos de las diferentes especies

animales?

¢Cuales son los componentes quimicos que
representan los antigenos de los grupos
sanguineos en la membrana plasmética de

los eritrocitos?

¢ Qué diferencia existe entre los antigenos de
los grupos sanguineos A, B, 0, en relacion al

antigeno del grupo sanguineo Bombay?
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Introduccion

Las vacuolas son estructuras celulares
constituidas por una membrana (tonoplasto)
y un contenido interno (jugo vacuolar), estan
presentes en el citoplasma de las ceélulas
eucariotas y son parte del sistema de

endomembranas.

Vacuolas vegetales.

Las vacuolas son organulos multifuncionales
esenciales para la viabilidad de las células
vegetales, en las que cumplen funciones
metabdlicas  importantes como  son:
Almacenan proteinas, aminoacidos e iones;
mantienen la homeostasis citoplasmatica;
secuestran toxinas, pigmentos y metabolitos;
proporcionan un Optimo compartimento
acido para enzimas hidroliticas y generan
turgencia para la expansion de las células. La
vacuola vegetal ocupa el 90-95% del
volumen de las células de plantas, ademas,
maximiza tanto la relacion de superficie-

volumen del citoplasma y el area de

superficie del citoplasma en contacto con el

medio ambiente.

La célula vegetal adulta encierra una
voluminosa vacuola separada del medio que
la rodea por una membrana Ilamada
tonoplasto. Esta membrana se comporta
como una membrana semipermeable con
respecto a numerosas sustancias disueltas
como cloruro sodico y sacarosa, entre otras.
El tonoplasto interviene especialmente en el
mantenimiento de la turgencia celular y el
crecimiento. En su interior se encuentra una
sustancia fluida de composicion variable
(agua, azucares, proteinas, grasas, entre

otros), denominado jugo vacuolar. Figura 1.

La luz de las vacuolas vegetales es mucho
maés &cido (pH 3 a 6) que el citosol (pH 7,5).
La acidez de las vacuolas es mantenida por
una bomba de protones impulsada por ATP
de clase V y por una bomba de protones de
hidrdlisis de pirofosfato que es exclusiva de
los vegetales. Estas dos bombas, ubicadas en

la membrana vacuolar, transportan iones H*



Vacuolas en protozoos y plantas con tincion de rojo neutro

hacia la luz vacuolar en contra de un
gradiente de concentracién. La membrana
vacuolar también contiene canales iénicos de
cloro y nitrato (Cl"y NOz3), que transportan
estos aniones desde el citosol a traves de

proteinas canal hacia el interior de la

vacuola.
° . Citoplasma
Nucle o e
& Jugo vacuolar
Cloroplasto
# Vacuola
Tonoplasto
Membrana
Celular | Pared
Celular

Figura 1. Vacuola vegetal a. esquema de la
vacuola vegetal b. micrografia de vacuolas

en células de la epidermis de cebolla. 1000x.

La entrada de estos aniones en contra de sus
gradientes de concentracién es impulsada
por el potencial positivo interno generado
por las bombas de H*. El funcionamiento
combinado de estas bombas de protones y

canales de aniones producen un potencial

eléctrico positivo interno de alrededor de
20mV a través de la membrana vacuolar.

Por otro lado, el gradiente electroquimico de
protones a través de la membrana vacuolar
de los vegetales es utilizado para impulsar la
incorporacion de iones 'y moléculas
pequefias por diversos antiportadores de
protones, de esta manera, por el gradiente de
H* se acumulan Na*, Ca;" y sacarosa dentro
de la vacuola. Por ejemplo un antiportador
protones/sacarosa en la membrana vacuolar
funciona para acumular sacarosa en las
vacuolas vegetales. EI movimiento de
sacarosa hacia dentro es impulsado por el
movimiento de H* hacia afuera, lo que es
favorecido por su gradiente de concentracion
(luz vacuolar >citosol) y por el potencial
citosélico negativo a través de la membrana

vacuolar. Figura 2.

Proteinas que bombean H*

ADP +Pj
ATP

2 Pj

Proteinas
canal de
iones

Luz vacuolar vegetal

Ca?

Sacarosa

Citosol
e B W =)

Proteinas antiportadores de protones

Figura 2. Concentracién de iones (pH) y
sacarosa por la vacuola vegetal.
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A diferencia de las células animales, las
células vegetales, de algas, hongos y de
bacterias estdn rodeadas por una pared
celular rigida. Debido a la pared celular, el
flujo osmético de ingreso de agua que tiene
lugar cuando estas células estan situadas en
una solucién hipoténica, conduce a un
incremento de la presion intracelular, pero
no del volumen de la célula. En las células
de las plantas, la concentracion de soluto
(azucares y sales) suele ser méas alto en la
vacuola que en el citoplasma, que a su vez
tiene una concentracion de soluto més alta
que la del espacio extracelular. La presién
osmotica y presion de turgencia, generadas
por la entrada de agua en el citoplasma y
luego en la vacuola, empujan al citosol y a la
membrana plasmatica contra la resistente
pared celular. De esta manera, la elongacion
de la celula durante el crecimiento inducido
por hormonas, tiene lugar por una pérdida
localizada de una region de la pared celular,
seguida por un flujo de agua hacia adentro

de la vacuola, lo que incrementa su tamaro.

Vacuolas en eucariotas unicelulares

La mayoria de los organismos unicelulares
son microscopicos; debido a su tamafio las
celulas requieren de una superficie celular lo

suficientemente grande en relacion con el

volumen, para garantizar el intercambio de
material necesario para su existencia.
Muchos eucariotas unicelulares
relativamente grandes reducen este problema
porque contienen vacuolas de varios tipos
rodeadas por membranas que aumentan la

superficie celular efectiva.

Para los organismos que viven en agua
dulce, su citoplasma es hiperténico con
relacion a su medio, por lo que se produce
entrada de agua. Algunos eucariotas
unicelulares dulceacuicolas, como el género
Paramecium, resuelven la hipertonicidad
con vacuolas contractiles, que excretan el
exceso de agua que el organismo absorbe

constantemente por dsmaosis.

La principal funcion de la vacuola contractil
es la osmoregulacién. A pesar de que la
mayoria de los protozoarios no tienen una
pared celular, muchos contienen una vacuola
contractil que les permite evitar la lisis
osmotica. La vacuola contractil toma agua
del citoplasma y a diferencia de la vacuola
de las plantas, descarga periddicamente su
contenido a través de la fusion con la
membrana plasmatica. De esta manera,
aunque el agua entra continuamente en la
celula protozoaria por el flujo osmético, la

vacuola contractil evita que se acumule
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demasiada agua en la célula y la dilate hasta

el punto de explosion.

La vacuola alimenticia, es otra de las
vacuolas importantes presentes en el género
Paramecium 'y en otros eucariotas
unicelulares. Estos organismos engloban
alimento solido por endocitosis formando
una vacuola en la que digieren el alimento,
luego, unas vesiculas méas pequefias que
contienen el alimento digerido se desprenden
de la vacuola alimenticia e ingresan en el
citoplasma. Estas diminutas vesiculas
presentan  una gran  superficie de
intercambio, a través de la cual los productos
de la digestion pueden ser absorbidos por el
resto de la célula. Figura 3.

El género Paramecium ingiere alimento a
través de una estructura oral o citostoma. Se
ha estudiado que la acidificacion de las
vacuolas alimenticias colaboran con la
digestion y esto se ha comprobado cuando el
protozoo es alimentado con células de
levaduras tefiidas, por ejemplo con Rojo
Congo (indicador de pH). En este caso,
alrededor de la levadura se forma una
vacuola alimenticia que se tifie de color
verde, lo que indica que la vacuola se volvio
acida, esto se debe a que el Rojo Congo vira

a verde a pH acido. A medida que los

productos de la digestion se mueven hacia el
citosol, el pH aumenta en la vacuola, el
colorante vuelve a verse rojo (rojo a pH
alcalino a neutro). EI fundamento de la
tincion de las vacuolas con Rojo Neutro es

similar al Rojo Congo. Figura 3 ay b.

Tincion de las vacuolas con Rojo Neutro
El Rojo Neutro (RN), 3-amino-7-
dimetilamino-2-methylphenazine, se usa
como una tincion vital porque penetra en las
celulas viables, atraviesa facilmente las
membranas celulares (membrana plasmatica
y tonoplasto) por difusién pasiva en su
forma no protonada y se acumula en los
lisosomas de animales, en vacuolas de

plantas y en células de hongos.

Vacuola Alimenticia en
formacion

Vacuola RS .
alimenticia
! ‘
R %

Vacuolas
Macronicleo

Citopigo
Citostoma

Micronicleo

.,{4 -
L<

S0

Cilios Vacuola contractil

?‘-!:v

.

A
e

a. b.

Figura 3. Vacuolas en protozoos. a. dibujo
de un protozoario con sus partes b.
Micrografia de  vacuolas (Flechas negras)
en Protozoario con rojo neutro (rojo a pH
por debajo de 6.8 y amarillo a pH de 8.0).
1000x.
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La acumulacion del RN ocurre por
entrampamiento de la forma protonada del
colorante dentro del ambiente &cido, es
decir, el RN es un colorante cationico débil
que penetra facilmente y se acumula
intracelularmente (el pH lisosomal o
vacuolar es menor que el pH
citoplasmatico), en sitios aniénicos de la
matriz lisosomal. Asi mismo, el RN se une a
cargas acidas fijas, tales como polisacaridos
acidos dentro de la matriz del lisosoma o
vacuola (interaccién ionica entre el RN
protonado con cargas negativas) y es
conocido por teflir diversos compuestos
debido a su afinidad para estructuras
lipdfilas y sustancias fendlicas. ElI RN es un
indicador de pH (rojo a pH por debajo de 6.8
y amarillo a pH 8.0) y tifle vacuolas
alimenticias recién formadas de un rojo
brillante, pero a medida que el proceso de
digestion avanza, estas vacuolas cambian a
un color amarillento que indica un pH

alcalino cuando la digestion se lleva a cabo.

> Observaciones y preguntas

Tincion vacuola vegetal con RN.

(Se tifie de color Rojo por debajo de pH 6.8
y de color amarillo a pH de 8.0).

Coloque una cebolla en agua
aproximadamente 5 dias antes de realizar el
siguiente experimento.

En una caja de petri  coloque
aproximadamente 2 mililitros de la solucién
RN al 1% en tampon fosfato (pH 7.4).
Tome un fragmento de la epidermis interior
del bulbo de la cebolla y sumérjalo
inmediatamente en la solucion anterior, deje

actuar durante 20 minutos.

Haga el montaje de la epidermis en el
portaobjetos y coldquele el cubreobjetos.
Realice observaciones en el microscopio

Optico. Figura 4.

¢A qué se debe la gran extension de la
coloracion de la célula tras la tincion
con rojo neutro?
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Corte un fragmento Adicione RN Trasfiera un fra‘gmento Observe al
de la epidermis PH7.4 de la epidermis a un microscopio
portaobjetos

1 2 3 4

Figura 4. Metodologia de la tincion de la vacuola vegetal con RN.

¢De qué color observa la vacuola? (A ;Observa la célula en fenébmeno de
cudl propiedad quimica de la vacuola se turgencia o plasmolisis?
debe el color?

Sustituya la soluciéon rojo neutro tampon

fosfato por una solucion de NaCl al 6%,

: L depositando unas gotas de dicha solucion en
¢El medio externo es hipotonico o

hiperténico en relacion al jugo el borde del cubreobjetos con ayuda de una

vacuolar para que la célula absorba

agua y la acumule en la vacuola? pipeta en la preparacion anterior, y con

ayuda de un papel filtro en el lado opuesto
retire por capilaridad la solucién RN.

La solucion salina reemplaza el colorante y
esto se puede apreciar porque se aclara el
liquido de la preparacion.
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Observe la preparacion al microscopio ' ) . ) '
¢ Qué funcion cumplen el tampon fosfato

optico. y el cloruro de sodio sobre el jugo
vacuolar?

' Describa las caracteristicas que observa
en las vacuolas:

Tincion vacuola de protozoos con rojo

neutro

;Observa la célula en fendmeno de Con una micropipeta transfiera una gota de
turgencia o plasmolisis? muestra del cultivo de protozoos sobre el
portaobjetos. Adicione una gota de rojo
neutro 0.01% en tampon fosfato 0.08M (pH
7.2) y mezcle las dos gotas suavemente

girando el portaobjetos y deje por 5 minutos.

Adicione una gota de acetato de cobre al 3%

0 sulfato de cobre al 1%. Aplique vaselina a

los cuatro extremos del cubreobjetos vy

(En este caso el medio externo es

hipotdnico o hipertonico con relacion al ) _ _
jugo vacuolar? ;Por qué? muestra que esta en el portaobjetos. Presione

coloque el cubreobjetos sobre la gota de la

suave el cubreobjetos.

Observe el citoplasma tefiido de rosa palido.
Las vacuolas se tifien diferencialmente segln
el pH de su contenido: las vacuolas acidas

(rojo) y las basicas (amarillo).

65



Vacuolas en protozoos y plantas con tincion de rojo neutro

Realice un dibujo de la observacion
microscopica

Formacion de vacuolas alimenticias con
Polvo de carmin

Coloque una gota del cultivo de protozoos
en un portaobjetos, con una mini espatula
transfiera un poco de polvo de carmin sobre
la gota del cultivo de protozoos. Ponga el

cubreobjetos.

Observe y dibuje la formacion de
vacuolas alimenticias.

¢ Qué funciones tiene la vacuola pulsatil y las

digestivas en los protozoos?

¢Qué le sucede al protozoario si no regula

contenido de agua?

Realice un dibujo del protozoo e indique las

partes que observo.

¢Qué funcion cumplen y en qué organismos
se encuentran las vacuolas gaseosas,

contractiles, alimenticias y de reserva?

¢ Cuales son las funciones de la vacuola en la
célula animal, en la vegetal y en organismos

unicelulares?

¢Defina qué es una soluciéon hipotonica,

isotonica e hiperténica?
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> Introduccion

Los flagelos y cilios son prolongaciones
flexibles de la membrana plasmatica
constituidas por microtubulos
(citoesqueleto), que permiten el movimiento
de varios tipos de células. En los eucariotas,
se encuentran muy difundidos en los
invertebrados, vertebrados, en las células

sexuales de los helechos y otras plantas.

Los flagelos los utilizan para la locomocion
los protozoos del género Leishmania, asi
como los espermatozoides. En el caso de los
cilios, se puede citar el caso del género
Paramecium en donde son responsables
tanto de la movilidad celular como del
barrido de organismos hacia la cavidad oral
para su alimentacion (ver capitulo 5). En los
humanos, los cilios se encuentran en las
células epiteliales que tapizan las superficies
internas de las trompas de Falopio y ayudan
a movilizar los Ovulos al Utero; también
existen cilios en las células del aparato

respiratorio que contribuyen a la expulsion

del material extrafio que ingresa a los

pulmones.

Otra forma més lenta de motilidad celular es
el movimiento ameboide, que ocurre por un
flujo citoplasmatico en extensiones de la
superficie celular formando pseuddpodos.
Este movimiento se observa en amebas y
también en células sanguineas como los
leucocitos que participan en procesos de
defensa contra la infeccion causada por
invasores extrafios (bacterias o virus) y en el
dafio de los tejidos por trauma o inflamacién.
Ademas, el movimiento ameboide también
es caracteristico en procesos de migracion
celular de las células embrionarias durante el
proceso de morfogénesis y en patologias

como la metéastasis.

> Estructura de Flagelos y cilios en

células eucariotas

La estructura fundamental tanto de los
flagelos como de los cilios eucariotas es el

axonema, que estd constituido por



microtubulos y sus proteinas asociadas. El
axonema esta rodeado por una extension de
la membrana plasméatica, asi que cada
flagelo o cilio es realmente una region

sobresaliente del citoplasma.

La ultraestructura basica es comun para
flagelos y cilios, y se compone de
microtubulos los cuales son estructuras no
ramificadas, cilindros vacios con un
diametro de aproximadamente 24 nm,
formados por la proteina Tubulina. Por
microscopia electronica de un corte
transversal, la ultraestructura caracteristica
del axonema es “9,+2” microtubulos, es
decir, los microtubulos siempre se observan
en arreglos de 9 dobletes externos o pares de
microtdbulos, y 2 microtibulos sencillos

centrales.

El par central de microtubulos simples, estan
conectados por puentes y rodeados por una
estructura fibrosa denominada vaina interna.
Los dos microtibulos fusionados de cada
doblete exterior son distintos: uno
denominado el tubulo A, es un microtubulo
completo constituido por 13 protofilamentos;
el otro, el tdbulo B estd incompleto,
constituido solamente por 10 a 11

protofilamentos unidos al tabulo A.

Los dobletes exteriores de microtdbulos se
conectan al par central mediante espinas
radiales y entre si mediante puentes
formados por una proteina denominada
nexina. Ademas, cada tibulo A se une a dos
brazos de dineina de brazo interno y brazo
externo de actividad motora (ATPasa que
convierten la fuente de energia liberada por
la hidrolisis del ATP en fuerza mecanica),
esta dineina axonémica dirige el batido de

los flagelos y cilios.

En la base o extremos “menos” de los
microttbulos de los cilios y flagelos estan
unidos a un cuerpo basal que tiene una
ultraestructura similar a la del centriolo, con
nueve tripletes de microtabulos, sin
microtdbulos centrales, es decir, una
ultraestructura de microtlbulos “93+0”. Los
cuerpos basales tienen un papel definido en
la organizacion de los microtibulos del
axonema. A saber, cada uno de los dobletes
de microtubulos externos del axonema esta
formado por la extension de dos de los
microtubulos presentes en los tripletes del
cuerpo basal. Por lo tanto, los cuerpos
basales sirven para iniciar el crecimiento de
los microtubulos del axonema, asi como para
anclar los cilios y los flagelos a la superficie

de la célula. Figurala, byc.
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Microtabulo A
Microttbulo B
Microtibulo C

Nexina

Ultraestructura del cuerpo basal

N /I\

\/

\) \)
Ultraestructura del axonema

de cilios y flagelos

Doblete de microtubulos
externo
Dineina externa

Microtubulo A<
Microtubulo B <

>Vaina interna

Microtubulos centrales < A
>Dineina interna

Espinas radiales<—
Membrana
plasmatica

Nexina <

C.

Figura 1. Ultraestructura de Cilios y Flagelos. a. Ultraestructura del cuerpo basal. b. Células de
protozoos flageladas, ciliados, y espermatozoides. 1000x. c. Ultraestructura del axonema de
cilios y flagelos.
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Una diferencia general entre flagelos y
cilios, estd en su longitud y el namero, los
primeros son mas largos (arriba de 150um) y
las células generalmente tienen solamente
uno o dos flagelos, mientras que los
segundos son mas cortos (longitud entre 5-
12 pm) y menor diametro, ademas, se
presentan en mayor nimero en una célula.
Otra diferencia es la naturaleza de su
movimiento, en los flagelos el movimiento
generalmente es ondulante, con movimiento
de ondas desde la base del flagelo hasta la
punta. Por su parte, el cilio exhibe un
movimiento de golpe como un remo,
alternando el movimiento hacia atras y hacia

adelante. Figura 2 a y b.

a. b

Figura 2. Movimiento (flecha negra) de
flagelos (a) y cilios (b) en organismos

eucariotas.

Motilidad Celular: Flagelos y Cilios

El movimiento ritmico de los flagelos y
cilios se -caracteriza por una serie de
curvaturas que se originan en la base de la
estructura y se propagan hacia la punta. La
curvatura es resultado del deslizamiento
entre si de dobletes de microtdbulos
adyacentes. Las bases de los brazos de
dineina axonémica se unen a los tibulos A, y
las cabezas motoras de la dineina
interaccionan con los tdbulos B de los
dobletes adyacentes. EI movimiento de las
cabezas de dineina hacia el extremo “menos”
(hacia la base del cilio) provoca entonces
que el tabulo A de un doblete se deslice
hacia la base del tubulo B adyacente. Debido
a que ambos dobletes de microtubulos en el
axonema estan conectados por puentes de
nexina, este movimiento de deslizamiento

les obliga a doblarse. Figura 3 ay b.

Oena 8 doblan
(=~ Y- -]
\ Extremo mis ‘::ﬁ) =~
g Ae”fa A ’( WY |
e | B0
_ Membrana A Movimiento de 0
PRI {8",4 las cabezas de &\
A\ dinting hacia of n
{’F/‘f extremo menos ‘8“\'
A || deltibaod q
£ 00

Extromo menos @,’,

\ A
\ A
\ N
a \ S a5 POTNN n—
° ®

Figura 3. a. Organizacion de microtubulos en
flagelos y cilios b. Movimiento de los
microtubulos en los flagelos y cilios.
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Algunas células bacterianas poseen flagelos.
El flagelo en procariotas estéd constituido por
largos apendices filamentosos helicoidales y
con capacidad de rotacion, lo cual le permite
propulsar a la bacteria en medio liquido. Esta
formado por un tubo helicoidal hueco y
compuesto exclusivamente de un polimero
repetido de la proteina flagelina, que crece
por el agregado de nuevas subunidades de
flagelina en el extremo distal. En los
procariotas estos filamentos proteicos se
proyectan desde la superficie celular, en vez
de prolongaciones de la membrana
plasmatica sostenidas por microtdbulos que
es la estructura basica de los flagelos en
celulas eucariotas. Otra diferencia esta
relacionada con el movimiento; los flagelos
procariéticos giran, los eucaridticos se

mueven onduladamente. Figura4 ay b,

La longitud del flagelo varia entre 5 a 10
um, pero el didmetro es constante y
uniforme para cada especie. El patron de
flagelacion, es decir, el nUmero vy
localizacion de los flagelos procariotas varia
entre especies, Yy reviste interés en la
determinacion taxonomica. Los flagelos se
presentan en las células procariotas en cuatro
disposiciones diferentes:

Monotricos: un solo flagelo polar en
bacterias bacilares, por ejemplo en Vibrio

cholerae.

Motilidad Celular: Flagelos y Cilios

Anfitricos: Un flagelo en cada extremo de la
célula, por ejemplo Alcaligenes faecalis.
Lofotricos: Dos o més flagelos en uno o en
ambos extremos de la célula, por ejemplo en
Spirillum volutans.

Peritricos: flagelos distribuidos en toda la
superficie  celular, por ejemplo en

Escherichia coli.

Membrana
extrema
(LPS)

Espacio
periplasmatico

| Anillo
P
 Peptidoglicano

Anillo S-M

Membrana—rpg Ay

plasmatica Brotas

; roteina
- ;mt €IN3  proteina Fli Mot
0 (conmutador
del motor)
Direccion Flagelo

de la rotacion

o Region

ampliada

b.

Figura 4: a. Estructura del flagelo procariota.
b. Movimiento del flagelo procariotico.

El flagelo procariota tiene tres partes
fundamentales: EIl filamento, el gancho y el
motor. El filamento es la region mas externa
formado por la proteina flagelina. El
filamento se une al gancho ligeramente més

grueso, constituido por una proteina distinta.
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La tercera porcion del flagelo es el motor
denominado cuerpo basal, que le sirve de
anclaje a la pared celular y a la membrana

citoplasmatica.

El motor se compone de un pequefio eje
central insertado en una serie de anillos. En
las bacterias Gram negativas contiene dos
pares de anillos. Los externos se anclan en
las distintas porciones de la pared celular y
el par de anillos internos lo hace en la
membrana citoplasmatica. En las bacterias
Gram positivas solo esta presente el par mas
interno. Alrededor del anillo interno y
anclado en la membrana citoplasmatica hay
un par de proteinas denominadas Mot que
hacen parte del motor flagelar y son los que
provocan la rotacion del filamento; ademas,
existen las proteinas Fli que actian como un
conmutador del motor invirtiendo la rotacion
del flagelo en respuesta a sefiales

intracelulares. Figura 4.

El movimiento por rotacion como una hélice
ya sea en contra o en sentido de las agujas
del reloj, se origina a partir del motor
flagelar, y la energia que se necesita para la
rotacion del flagelo proviene de la fuerza
motriz generada por el gradiente de protones
de H+/Na+.

Debido a la extrema delgadez del flagelo que
mide aproximadamente 20nm de diametro
(por debajo del Ilimite resolutivo del
microscopio 6ptico), no se pueden detectar
los flagelos individuales. En este caso es
necesario el uso de tinciones para aumentar
su diametro y ser observados por
microscopia Optica; también se pueden
observar por microscopia Optica de alta
intensidad en campo oscuro 0 Microscopio
de contraste de fases y son claramente

visibles en microscopia electronica.

> Observaciones y preguntas
> Observacion de flagelos en células
animales

Micropreparado en fresco

Tome una gota de semen, coléquela en un
portaobjetos y cubrala con un cubreobjetos.
Observe el movimiento de las células en el
microscopio optico.

Describa el movimiento del flagelo de
las células observadas.
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¢ Qué estructura celular esta relacionada
con el movimiento de estas células?

Con una pipeta Pasteur tome semen vy
coloque varias gotas separadas en un
portaobjetos. Déjelas secar a temperatura
ambiente, cuando estén secas las gotas de la
muestra aplique la tincion de Wright como

se indica a continuacion:

Cubra cada una de las gotas con el colorante
de Wright y deje 1 minuto. Pasado este
tiempo vierta sobre el preparado unas gotas
de agua destilada. Mueva o sople la
preparacion para que se efectle la mezcla
durante 3 minutos. La aparicion de un brillo
metalico indica que la tincion es correcta.
Lave la preparaciéon hasta que se elimine el
exceso de colorante. Espere hasta que la
preparacion se seque a temperatura ambiente

y observe al microscopio optico.

Haga un esquema Yy describa la
estructura del espermatozoide.

Relacione la  estructura  flagelar
observada con la ultraestructura
molecular del flagelo

> Observacion de cilios y flagelos en
protozoarios Micropreparado en fresco
Con una pipeta Pasteur tome una muestra
de agua residual o cultivo de protozoarios,
coloque una gota sobre el portaobjetos,
cubrala con el cubreobjetos, observe al

microscopio dptico.
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¢Qué estructuras celulares estan
relacionadas con el movimiento de estas
células?

¢Cudl es el componente del
citoesqueleto que conforma la
estructura del flagelo o cilio?

¢Cudl es la proteina que se polimeriza
para organizar estas estructuras?

¢Cudl es la proteina motora que provee
la energia (ATP) para el movimiento de
los flagelos o cilios?

Con una pipeta Pasteur tome la muestra del
cultivo de protozoarios, coloque varias
gotas, espere gque las gotas de la muestra se
sequen a temperatura ambiente. Cubra la
muestra con Wright o con Giemsan 0 con
lugol durante un tiempo de 15 a 30 minutos.

Deje secar. Observe al microscopio optico.

Dibuje e indique las estructuras
celulares observadas.
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Consulte 'y describa la ultraestructura
(microscopia electrénica) de un corte
transversal del axonema del flagelo del

espermatozoide con dineina defectuosa.

¢Cudles son las consecuencias en los
animales cuando por mutaciones presentan

los brazos de dineina defectuosos?

Disefie un experimento donde se evidencia la

pérdida de la funcién flagelar (deflagelacion

y retorno de la motilidad).

Realice un cuadro comparativo de las
diferencias y similitudes entre los flagelos

eucariotas y flagelos procariotas.

Describa  patologias  relacionadas con
defectos en la estructura y funcionalidad de
los cilios o flagelos en animales, por

ejemplo, la discinesia ciliar primaria.
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> Introduccion

Casi todas las células son microscopicas; por
lo tanto, las unidades mas comunmente
empleadas son el micrometro (um) y el
nandémetro (nm). El tamafio de las células
procariotas varia entre 1 y 5um de longitud,
un ejemplo es la bacteria Escherichia coli
que mide 1pm ancho x 3um de largo; sin
embargo, hay excepciones como en el caso
del bacilo Epulopiscium fishelsoni, el cual
puede alcanzar 50 um de didmetro y llegar a
medir entre 200 a 700 um de longitud. Por
su parte, el tamafio de las células eucariotas
oscila entre 10 y 30um con formas muy
variadas, determinadas por mdltiples
factores, siendo el mas importante la funcion

que realiza la célula.

Por lo tanto, la mayoria de los procariotas
son comparativamente mucho mas pequefias
que las eucariotas, y su minusculo tamafio
determina varias propiedades biolégicas. Por

ejemplo, el ritmo con el que los nutrientes y

las  sustancias de  desecho  pasan
respectivamente al interior y al exterior de
las células, generalmente es inversamente
proporcional al tamafio celular. Este flujo
puede afectar profundamente los ritmos
metabdlicos y de crecimiento. Este hecho se
debe a que las velocidades de transporte son
parcialmente dependientes de la superficie
de membrana disponible y en relacion al
tamafio celular, asi, las células pequefas
tienen mayor superficie relativa disponible

que las células grandes.

De modo que, la principal restriccion al
tamafio de la célula es la que se impone por
la relacion entre el volumen y la superficie.
Las sustancias como el oxigeno, el didxido
de carbono, los iones, los nutrientes y los
productos de desecho que entran y salen de
una célula viva deben atravesar su
superficie, delimitada por una membrana.
Estas sustancias son los materiales simples y
los productos del metabolismo celular que

representan el total de las actividades



Micrometria celular por el método manual y el programa ImagenJ en microscopia optica

quimicas en las que se encuentra
comprometida una célula. Cuanto més activo
es el metabolismo celular, mas rapidamente
deben intercambiarse los materiales con el
ambiente para que la célula siga

funcionando.

Superficie y volumen celular

A través de la superficie celular (membrana
plasmatica) se realizan los intercambios con
el medio y le permite a la célula el
suministro de los nutrientes necesarios y la
eliminacion de sus desechos. Ademas, tienen
un volumen celular lo suficientemente
pequerfio, lo que hace que las moléculas que
participan del metabolismo se desplacen de
una parte a otra de la célula en menor

tiempo.

Lo descrito anteriormente se puede explicar
tal como se representa en la figura 1, el cubo
A de 4 micrometros de lado tiene una
superficie de 96pm?, y un volumen de
64um?3. El cubo B de 2 micrémetros de lado
tiene una superficie de 24um? y un volumen
de 8um?3. El cubo C de 1 micrometro de lado
tiene una superficie de 6um?, un volumen de

1pum?,

La relacion superficie a volumen
incrementa de 1.5 para el cubo A, a 3 para el
cubo By de 6 para el cubo C. Si la superficie

de los cubos tuviera que ser utilizada para

realizar intercambios, como ocurre con las
células, el cubo C seria mas eficiente que el
cubo A y B, ya que dispone de una

superficie mayor para su volumen.

Superficie (u°)
24
Volumen ()
.64 | 8 |
Relacion superficie/Vo

Figura 1: Relacion superficie / volumen

De modo similar, las células mas pequefias
tienen una mayor relacion de superficie a
volumen que las células méas grandes. Esto
significa, no solo mas superficie de
membrana a través de la cual los materiales
pueden entrar en la célula o salir de ella, sino
también menos materia viva para atender y
distancias mas cortas a recorrer en el

interior de la célula.

Por su parte, en las celulas grandes la
relacion superficie/volumen es menor que en
celulas mas pequefias, es decir, las células de
mayor tamarfio disponen de una superficie de
intercambio con el medio ambiente

proporcionalmente menor. Figura 2.
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Menor superficie

de membrana de
Mayor superficie intercambio
de membrana de

intercambio

Figura 2. Representacion del tamarfio celular
y el intercambio. a. mayor intercambio
celular a través de la membrana plasmatica
b. Menor intercambio celular a traves de la
membrana plasmatica.

Micrometria

Es la técnica que permite medir objetos
microscépicos; puede ser Optica O
electrénica. La medida de especimenes bajo
el microscopio Optico es relativamente
sencillo, si se dispone de algunos accesorios,
como el micrémetro ocular y el micrémetro
de platina (método manual). En la actualidad
existen métodos computarizados utilizando
software como Axiovision (Carl Zeiss), LAS
(Leica), Stream (Olympus), Image-Pro Plus
(Media Cybernetics) y Imagel (NIH), entre

otros.

El método manual utiliza dos escalas o
micrométros: una ocular y la otra de platina.
El micrémetro ocular es un disco de vidrio
que se coloca debajo de la lente ocular,
posee grabada una escala con 10 divisiones
que deben ser calibradas, es decir, se le debe
adjudicar un valor en micras a cada una de
sus divisiones y para cada uno de los
objetivos del microscopio que se va a
emplear para la observaciéon. Para la
calibracion se utiliza el micrometro de
platina, el cual es una escala grabada en un
portaobjetos con 100 divisiones, cada una
corresponde a 10um, con un total de Imm.
(Ver la figura 9 en apartado de observaciones

y preguntas del presente capitulo).

El método computarizado emplea software
como el ImageJ. EI Imagel es un programa
para procesamiento y analisis de imagenes,
de dominio publico y en plataforma JAVA,
inspirado en NIH Image para Macintosh. Se
ejecuta, ya sea como un “applet” en linea o
como una aplicacién descargable en
cualquier ordenador con Java 1.5 0 una
maquina virtual posterior. Distribuciones
descargables  estan
Windows, Mac OS X y Linux. Puede

mostrar, editar, analizar, procesar, guardar e

disponibles  para

imprimir imagenes en 8 bit’s, 16-bit’s y 32-
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bit’s. Ademas, leer numerosos formatos de
imagen, incluyendo TIFF, GIF, JPEG, BMP,
DICOM, FITSy RAW.

Formatos para archivos de imagenes

Existen diferentes formatos para guardar
iméagenes, entre los que se pueden mencionar
como métodos de compresion publicos
TIFF, GIF, JPG, PNG. ElI JPG (Join
Photograph Expert Group), es el método de
compresion mas adecuado para fotografias e
imagenes de tonos continuos similares que
contiene muchos colores y permite obtener
una compresion muy alta, manteniendo a su
vez una calidad en la imagen muy elevada.
JPG analiza las imagenes y elimina la
informacion que no es apreciable
visualmente. Programas avanzados de
tratamiento de imagenes como Paint Shop
Pro o Photoshop permiten ver la calidad de
la imagen y el tamafio del archivo como una
funciéon de nivel de compresion, de esa
forma, se puede elegir convenientemente la

calidad y el tamafio del archivo deseado.
Tejido sanguineo
El tejido sanguineo se caracteriza porque

esta constituido por células libres que son los

eritrocitos, los leucocitos y plaquetas,

ademas por su matriz extracelular liquida
conocida como plasma sanguineo. Las
células sanguineas mas abundantes son los
eritrocitos de 4.5 a 5 x 10° por mm?® de
sangre, constituyen 99% de la poblacién
celular. Los leucocitos son solo de 5.000 a

9.000 por mm? de sangre.

Clasificacion de las células de la sangre
Eritrocitos  (Gloébulos rojos): En
condiciones normales, los eritrocitos del ser
humano miden aproximadamente de 7 a 8
pm de diametro, con un grosor de 2,5 umy
aparecen como discos biconcavos. Aunque
las células precursoras de los eritrocitos
dentro de la médula 6sea poseen nucleo,
durante el desarrollo y maduracién las
células expulsan el ndcleo y sus organelas
antes de entrar a la circulacion, por
consiguiente los eritrocitos maduros de
mamiferos carecen de nucleo y organelas,
pero viven alrededor de 120 dias en la sangre
debido a que tienen enzimas necesarias para
realizar la glucdlisis. Sin embargo, en
vertebrados no mamiferos como peces,
anfibios, reptiles y aves, los globulos rojos
son nucleados. Con tincion de Wright los
eritrocitos se tifien de color rosa a rojo y el

nacleo morado. Figura 3a.
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Leucocitos (Glébulos blancos):  Los
leucocitos son células del sistema
inmunoldgico que viajan a través de la
sangre para llegar a los sitios donde son
requeridos y llevan a cabo su funcion fuera
de la circulacion. Se clasifican en
granulocitos y agranulocitos de acuerdo con
la presencia o0 ausencia de granulos
especificos en su citoplasma, aungue cabe
aclarar que todos presentan granulos
inespecificos, que corresponden a lisosomas.

Figura3b,c,d,eyf

Granulocitos: Los granulocitos son los
neutrofilos, eosinofilos y basofilos, los
nombres que reciben los leucocitos
granulocitos dependen del color que
adquieren sus granulos especificos con la

tincién:

Neutrofilos: Son los leucocitos mas
abundantes, constituyen entre 50 y 70% de
los leucocitos totales. Son también
conocidos con el nombre de
polimorfonucleares debido a la forma del
nucleo, el cual tiene de 3 a 5 I6bulos con
cromatina  muy  condensada.  Miden
aproximadamente 12 um y debido a que su
principal funcién es la fagocitosis, son
también

Ilamados microfagos, en

comparacion con los macréfagos que son de

mayor tamafio. Sus granulos se pierden en
el citoplasma y son pequefios, por tanto son
neutros, con tincion de Wright tienen

granulos finos de color pardo. Figura 3b.

Eosinofilos: Forman de 2 a 4 % del total de
leucocitos en sangre, miden de 12 a 15 pm
de didmetro, tienen un ndcleo bilobulado con
un citoplasma lleno de granulos eosindfilos.
Con la tincion de Wright los granulos se
tifien de color anaranjado a rojo brillante,
debido a que tienen afinidad por la eosina

que les da dicho color. Figura 3c.

Basofilos: Son muy escasos en la sangre y se
encuentran desde O hasta el 1%. Miden
aproximadamente 12 pm, su ndcleo en
forma de S dificilmente se puede observar
porque su citoplasma esta lleno de granulos
grandes y metacromaticos. Sus granulos
grandes se tifien de color azul a morado por
los colorantes basicos como la tincién de
Wright. Figura 3d.

Agranulocitos: Dichas celulas no tienen
granulos especificos, dentro de estos estan
los linfocitos y monocitos, que con la
tincion de Wright tienen un citoplasma azul
palido y granulos inespecificos de tamafio

mediano.
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Linfocitos: Son los agranulocitos mas
abundantes, constituyen de 20 a 30% de los
leucocitos totales. Miden aproximadamente
7 um, tienen un nucleo muy grande y
redondo con heterocromatina y un escaso

reborde de citoplasma. Figura 3e.

Monocitos: Estan presentes en un 3 a 8% de
los leucocitos totales. Son las ceélulas
precursoras de los macrofagos que forman el
sistema fagocitico mononuclear, cuya
principal funcion es la fagocitosis. Miden de
12 a 18 um, son las células mas grandes de
la sangre. Tienen un nacleo en forma de
rindn, grande y excéntrico, asi como
citoplasma  ligeramente  baséfilo  con
abundantes lisosomas que le ayudaran en su

funcién fagocitica. Figura 3f.

Plaquetas (trombocitos): Se encuentran en
la sangre en cantidades de 150.000 a
450.000 por milimetro cubico (mm?®) de
sangre. Son fragmentos del citoplasma de
una célula precursora méas grande de médula
0sea, el megacariocito. Tienen forma de
disco con un diametro de 2 a 3 um, pero al
activarse cambian su forma haciendo
prolongaciones que le dan un aspecto de
estrella que facilita la adhesion y agregacion.
Las plaquetas aparecen como grupos de

estructuras pequefias tefiidas de azul palido,

a veces se identifican en su interior pequefias

masas granulares moradas. Figura 3g.

d.
Eritrocito
Globulos rojos
eritrocitos d
7-8 um bc c L] ]
Neutrofilo  Eosinofilo Basofilo
Granulocitos
Gldbulos blancos o 12ym 12a15um “12um
leucocitos
Linfocito  Monocitos
Agranulocitos >
f.

i =7pm

12a18um
Plaquetas e'

g, /s
7/
i

2a3ym

Figura 3. Caracteristicas morfoldgicas de las
células sanguineas. a. Eritrocitos b.
Neutrofilo c. Eosinéfilo d. Basofilo e.
Linfocito f. Monocitos g. Plaquetas.

> Observaciones y preguntas

Preparacion de micropreparados de tejido
sanguineo

Limpie la yema del dedo indice con un
algoddn con alcohol, haga una puncién para
conseguir una gota de sangre o tome una

gota de sangre del tubo con anticoagulante.
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Coloque la gota de sangre, en un extremo y
en el centro de un portaobjetos bien limpio.
Seguidamente, con el empleo del borde de
otro portaobjetos y en una posicion de
angulo de 45° sobre la gota y dejando que
ésta se extienda sobre el borde, realice el
frotis sanguineo. El portaobjetos con el que
se hace la extension debe deslizarse bien y
s6lo debe pasarse una vez, de forma continua

e ininterrumpida. Figura 4.

Figura 4. Preparacion del frotis sanguineo

Es conveniente realizar dos o tres placas, con
el fin de seleccionar para la tincion la mejor.
Finalmente, los frotis deben secarse al aire lo
maés répidamente posible. La desecacion se
facilita con movimiento en forma de
abanico, nunca soplando o por calor. La
rapida desecacion evita la deformacion de

las células.

Tincion

Adicione sobre el micropreparado sanguineo
unas gotas de metanol y espere que el
alcohol se evapore, con lo que se consigue el
fijado.

Deposite cubriendo todo el micropreparado
sanguineo, con unas gotas de reactivo
Giemsa o de Whright, deje actuar el
colorante unos cinco minutos.
Posteriormente, aflada agua en partes iguales
hasta obtener un brillo metélico, durante 6
minutos adicionales.

Finalmente lave la preparacion, hasta que
arrastre todo el colorante teniendo cuidado
de no dejar caer el chorro directamente sobre

el el micropreparado sanguineo.

En el micropreparado se pueden estudiar las
caracteristicas morfolégicas de las células
sanguineas. Observe los micropreparados a
400x 'y 1000x, wubique un campo
microscopico donde las células estén bien

separadas.

Los pardmetros que se usan para la
identificacion son: Tamafio y forma del
nacleo, tincion nuclear, reaccion tintorial del
citoplasma, presencia o ausencia de granulos
especificos y reaccion tintorial de los

granulos.

Identifique, dibuje y describa las células
sanguineas que  observa  en los
micropreparados, teniendo en cuenta los
pardmetros de identificacion mencionados

anteriormente. Tabla 1.
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¢Qué estructuras celulares observa en los cada uno de los leucocitos granulocitos?

globulos rojos y gldbulos blancos? ¢Cual es la funcion de los lisosomas?

¢En qué consiste el proceso de diapédesis?

¢ Cual es el fundamento de la tincion de

¢Cual es el contenido de los granulos de Wright?

Tabla 1. Resultados de la observacion microscopica de las células sanguineas

Formay Caracteristicas del EnnCIlEne
tamano de

s . la célula
la célula Citoplasma | Granulos

Eritrocito

Neutrofilos

Eosinofilos

Basofilos

Linfocitos

Monocitos

Plaquetas

N /
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En las siguientes micrografias de las figuras 5 a la 8 identifica las células del tejido sanguineo.

Figura 7. Muestra de sangre canina. 1000x

Figura 8. Glébulos rojos de ave. 1000x.

> Determinacion del tamario de

células mediante el método manual

Calibracién del micrometro

El objetivo de la calibracion es determinar el
ancho en micrones de cada division de la
escala ocular, cuando se calibra en
comparacion con la escala micrométrica de

platina.

Cuando se observa a través del ocular, la
escala micrométrica aparece como una serie
de divisiones limitadas por lineas, como se
muestra en la figura 9a. Coloque el
micrometro de platina bajo el objetivo del
microscopio a calibrar. Enfoque la escala
micrométrica de platina que aparece como
una serie de lineas separadas por espacios de
0,1y 0,01 mm, como se muestra en la figura
9b.
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a.

Figura 9. a. escala micrométrica ocular. b.
escala micrométrica de platina.

Regule el micrometro de la platina de tal
manera que la linea del O del ocular
micrométrico coincida exactamente con la
linea del 0,0 de la escala micrométrica de la

platina.

observe a lo largo de ambas escalas para
encontrar el primer par de lineas en las
cuales coincidan exactamente.

Por ejemplo, con un aumento de 40x, las
lineas coincidentes se encuentran en la linea
4 de la escala ocular y en la marca 0,05 mm
de la escala micrometrica de platina. Las 4
unidades de la escala ocular equivalen a 0,05
mm de la escala micrométrica de la platina;
por lo tanto, cada division ocular equivale a
0,05 mm/4 o sea, 0,0125 mm. Debido a que
cada milimetro son 1.000 um, cada division

del micrémetro ocular, para la calibracion
ilustrada, es igual a 0,0125 x 1.000 = 12,5
pm. De esta forma, si un objeto observado
con el microscopio ocupa 2 divisiones de la

escala ocular, su medida serd 12,5 x 2 = 25

um.

Realice la calibracion para el aumento de

40x y coloque el dato en la tabla 2.

Tabla 2. Resultado de la Calibracion

Aumento X Equivalencia um

40

100 S
200 2.5
400 1.25
1000 0.5

Calculo del tamarfio celular

Teniendo en cuenta los datos de la
calibracion ~ del  ocular  micrométrico
consignados en la tabla anterior, realice la
medicion del tamafio de wuna célula
procariota (bacteria) y una célula eucariota
(Células sanguineas). Se recomienda tener
en cuenta la forma celular para registrar los
datos necesarios para el célculo de la

relacion superficie/volumen
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/ Procariota

\

\

/ Eucariota

/ Concluya al comparar los tamafios

Célculos de la relacion superficie/volumen

Para desarrollar este punto tenga en cuenta la
forma de la célula, los datos obtenidos en el
punto anterior y la formula en la tabla 3, para

calcular la relacién superficie/volumen.

Por ejemplo, un cubo es un cuerpo formado
por seis caras cuadradas y en cada vértice
convergen 3 aristas mutuamente
perpendiculares. El volumen de un cubo es
igual al valor de su lado elevado al cubo, y la
superficie es seis veces el lado al cuadrado,
como se indica en la formula de la tabla 3.
Si el lado del cubo mide 3um entonces su

volumen es 27 um® vy la superficie es 54

pm?,

Tabla 3. Foérmula de superficie y volumen.
1. Cubo 2. Cilindro 3. Esfera

1 2 3

Esfera
Cubo 2 Cilindro S:4.m.r
S 63a S 2mr () VA .o
V:a VT e 3

.

a = arista (lado), S= superficie, V= volumen,
n =3.1416, h =altura, SL = superficie
lateral, ST = superficie total r = radio.
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Realice los siguientes ejercicios

¢ Cual es la relacion superficie /volumen para
la célula A de forma cubica que su lado
mide 2 pm y para la célula B de forma
cubica que su lado mide 3 pm.

¢Cual es la relacion superficie /volumen para
una célula A de forma esférica que su radio
es de 2um y para una célula B de forma

esférica con 3um de diametro. V=4/3 . r°,

superficie S= 4 m.r?,

¢Qué puede concluir de los datos anteriores?
¢Cudles son las razones para que las células

sean tan pequefias?

¢Por qué es importante conocer el tamafio de

una célula?

Tabla 4. Resultados de medida de la superficie y volumen

Procariotas

Eucariotas

Superficie

Superficie

Volumen

Volumen
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\

¢ Cual es la superficie y el volumen para las células que midié? Tabla 4.

o /

¢ Cudl es la relacion superficie/ volumen para cada célula. Tabla 4.

L

¢ Qué puede concluir del tamafio de la célula en relacion a la superficie / volumen?
Tabla 4.

N &

4 ¢Qué relacion hay entre el tamafio de la célula y la eficiencia de la misma para N
intercambiar sustancias? Tabla 4.
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> Medicién celular con el programa
ImageJ

La medicion del tamafio y/o ultraestructuras
celulares se puede hacer en micrografias
tomadas en microscopios con sistema de
fotografia. Para hacer las medidas se
recomienda tomar las micrografias de las
células y de la escala micrométrica de
platina con la misma magnificacion vy

resolucion, ademas guardarlas en archivos

Download

Platform Independent

JPG.

Instalacion y configuracion
Descargue el programa Image) desde:
http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html

A continuacion se dan los pasos a seguir
para desarrollar la actividad:

Se abre la siguiente ventana, seleccione el
sistema operativo y la versibn que

corresponda a su equipo (32 o 64 bit)

To install ImageJ 1.49 on a computer with Java pre-installed, or to upgrade to the latest
full distribution (including macros, plugins and LUTs), download ij149.zip (4MB) and

extract the ImageJ directory. Use the Help> Update ImageJ command to upgrade to

newer versions.

Mac OS X

Download ImageJ 1.49 (6MB) as a double-clickable Mac OS X application. An
experimental version of ImageJ bundled with Java 8 is also available (requires OS X

10.8 or later). Instructions.

Linux

Download ImageJ 1.49 (40MB) bundled with Java 1.6.0_24 (64-bit). Instructions

Windows

Download ImageJ 1.49 bundled with Java 1.6.0_24 (37MB), bundled with Java
1.8.0_45 (65MB) or without Java (4MB). Instructions

Documentation

Tiago Ferreira's comprehensive Imagel User Guide is available as an SMB PDF
document and as a ZIP archive. The online JavaDoc API documentation is also

available as a ZIP archive

Source Code

The ImageJ Java source consists of 120,000 lines of code in 350 files. It is available

online and as zip archives.

Example Images

31 downloadable sample images and stacks are available in ImageJ's File>Open

Samples sub: 1. These

, and more, are also available as a 8 2MB zip archive

You can also browse the ImageJ download directory at imagej nih gov/ij/download/. Refer to the

release notes for a list of new features and bug fixes.

top | home | news | docs | download | plugins | resources | list | links

Al finalizar la instalacion, aparecerd un

acceso directo de ImagelJ

Imaged

Image Processing and Analysis in Java

L

De doble click en el icono, inmediatamente

se abre la interfase principal del programa.
d Image) - OIES

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
B oja|v 4]\ A[a|o]#| mm/sa] s | |»
ImageJ 1.49q / Java 1.6.0_20 (64-bit)

Abra la imagen del micrémetro de platina:

File>Open. Figura 10.
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d Image)

(File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Holclol«l«|+IN Al |0l s] s/ s]a] 7] |

¢ escala 2 100x-1pg (333%) - oIEd
236241772 pixels; RGB: 16M8

Figura 10. Micrografia de la escala
micrométrica

Para medir, utilice la herramienta de lineas
rectas. Trace una linea de seleccion del largo
de la divisién conocida del micrometro de

platina. Figura 11.

[ Image)
File Edt Image Process Analyze Plugins YWndow Help
Oolc|ofE £ |+/5|Ala|o] ] oufse| 4|8~
escala 2 100xjpg (333%) - olEd

Figura 11. Distancia conocida en el
micrometro de platina.

62x1772 pixels, RGB, 16MB

El programa da una medida en pixeles de la

linea que se acaba de trazar, en la interfase

del programa aparece el angulo para la linea
con 0 ° 0 90 ° respecto a la horizontal. Se
recomienda trabajar con mouse para facilitar

el trazado y la precision.

Establezca la escala: Analyze >Set Scale

ImageJ reconoce la medida que se hecho
previamente en el campo “Distancia en
pixeles”. Se ingresa la distancia conocida en

micras del paso anterior: Known Distance.

Se ingresa la unidad de medida “Unit of
Length”, en este caso es la micra: um.

Finalmente, seleccione la casilla “Global”,
para que esta calibracion sea aplicable a
todas las imagenes que se van a medir. Se
aceptan estos cambios con click en OK.

Figura 12.

}\Ie Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
aoja|ol 4| [N Ala o] 2] oufsw| | &2

[ 4 Set Scale | x|

escala 2 100xjpg (33.3%)
Oistance inpcels: 183

Known distance: [100

Pl aspectrato: 10

Unitotiengmn: [am
Cickto Remove Scate |

 (Gigbal
Scale: 16.30 pixelsium
oK | cancel | Heip |

362x1772 pixsis; RGB. 16MB

Figura 12. Ingreso de datos

Se abre la imagen que se desea medir. En
este ejemplo se abrid la micrografia de

células sanguineas. Figura 13.
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4 Image)
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Oo/a|ofF £]+|N Al @ 2] bujsw) 4| &)~

4 canino 12-100x 2pg (G) (333%) - ol
128.44x96.36 um (2362x1772), RGB, 16MB

Figura 13. Micrografia de células
sanguineas. 1000x.

Nuevamente, utilizando la herramienta de
lineas rectas, se traza una linea de seleccion

de la célula que se va a medir. Figura 14.

4 Image)

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Heb

gojalof@ 4| +/\|Ala]o|s] xjs[/]a] 2] | |~]

i canino 12-100x 2jpg (G) 333%) - olEd|

' 128.44x36.36 pm (2362x1 7'

Figura 14. Micrografia con una célula
sanguinea seleccionada para medir.1000x.

Seleccione en la herramienta: Analyze> Set
Measurements, lo que se desea medir. Figura

15.

{

[ Image)
File Edt Image Process Analyze Plugins Window Help

ola|of £|+/5 Aol 2] s 4|82 | [»] i
& Set Measurements ﬂ

W rea [ Mean grayvalue
W Standard deviation [~ Modal gray value
I Min & max grayvalue [ Centroid

[ Centerofmass W Perimeter

I” Bounding rectangle [~ Fitellipse

¥ Shape descriptors ¥ Ferets diameter
I Integrated density [~ Median

I” Skewness ™ Kurtosis

W Areafraction [” Stack position

I Limittothreshold W Display label
I” InvertY coordinates I~ Scientiic notation
™ Addto overlay

Redirectto: m

Decimal piaces (0; [0

Figura 15. Parametros a medir.

Se solicita al programa ImageJ que mida lo
que se ha seleccionado: Analyze> Measure,
en este caso la longitud (length) se registra
en la dltima columna de la tabla de

resultados. Tabla 5.

Tabla 5. Resultados

Para agregar la barra de escala a la imagen:
De click en Analyze>Tools>Scales Bar.

Figura 16.
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4 Image)
File Edit Image Process [NZIZY Plugins Window Help

o) |0 £ 42| measure cm k|4 |&| x| | [>
Analyze Particles.
Summarize
Distribution. ..
Label
Clear Results
Set Measurements.

Set Scale.
Calibrate
Histogram Ctri+H
Plot Profile Ctri+K
Surface Plot
Gels
Tools 3 Save XY Coordinates.

Fractal Box Count
Analyze Line Graph
Curve Fitting

ROI Manager
Scale Bar.
Callibration Bar...

Synchronize Windows

Figura 16. Barra de escala

Seleccione el ancho, tamafo, color,
ubicacién y tipo de texto de la barra. Figura
17.

Mida 5 células de una micrografia de células
sanguineas, tomada a la  misma

magnificacion y resolucion de la micrografia

del micrometro de platina que se ha
empleado para la calibracién. Compare los
datos del diametro obtenido con el dato
tedrico, segun el tipo de célula. Haga una
descripcion de las caracteristicas
estructurales de las diferentes células

medidas.

i Image)
File Edt Image Process Analyze Plugin:

ugins Window Help
Oola|of «| N Ala|o| 2| oo s]a]|2| | |=]
nnnnnn 12-100x 2,pg (G) (33.3%)

=
i ScaleBar Plus

wiannum: [50

Figura 17. Caracteristica de la barra de
escala
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> Introduccion

Ciclo celular

El Ciclo celular es la secuencia ordenada de
eventos macromoleculares en los cuales una
célula eucariota duplica sus cromosomas y
se divide en dos células hijas, cada una de
las cuales contiene cromosomas idénticos a

los de la célula madre.

El ciclo celular se divide en dos etapas
fundamentales: Mitosis e Interfase.

La mitosis o division del ndcleo es la etapa
que corresponde a la separacion 'y
distribucién de los cromosomas hijos en
cada una de las células hijas y termina,
generalmente, en la citocinesis. La
citocinesis se define como la division del
citoplasma tras la mitosis para generar dos
células hijas, cada una con un ndcleo y
organelos citoplasmaticos.

Asi mismo, la mitosis se divide en cuatro
fases: profase, metafase, anafase y telofase;
durante estas fases los cromosomas se
condensan, la envoltura nuclear de la
mayoria de las células se desintegra, el
citoesqueleto se reorganiza para formar el
huso mitdtico y los cromosomas migran a

polos opuestos.

La division celular, es un proceso que se
experimenta durante el crecimiento y el
desarrollo, en la curacion de heridas,
regeneracion de tejidos y en la funcién del

sistema inmunoldgico.

En la etapa de interfase, los cromosomas se
descondensan y se distribuyen por el nucleo,
por lo que el nucleo presenta un aspecto
uniforme. Sin embargo, a nivel molecular,
en la interfase es cuando ocurren el

crecimiento celular y la replicacion del ADN
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de manera sucesiva, lo que deja a la célula
preparada para la division.

Por lo tanto, la interfase, es el periodo mas
largo del ciclo celular, entre dos mitosis, que
incluye las fases G1, Sy Go. En la G1 (Gap=
intervalo), las células sintetizan RNA y
proteinas, para prepararse para la sintesis
de ADN vy replicacion de los cromosomas
paternos durante la fase S  (sintesis);

después de avanzar a través de la fase Go, las

9. APC-Cdh1/proteasomas
degradan las ciclinas
mitélicas

8. APC-Cdc20/
proteasomas

la segurina

e

&

B

7. El complejo
ciclina-CDK
mitético activa
los sucesos

de prerreplicacion

=)

Telotase y crocnes:s

temprana
M
medm-lamGr:
Punto de
restriccion  ———
S

mitéticos
tempranos

CD
6. La ciclina-CDK de fase S
activa los complejos
eV VAV VN

células empiezan el proceso de M (mitosis)
donde tiene lugar la division celular, que
genera dos células hijas. En ciertas
condiciones, las células abandonan el ciclo
celular durante G1 y permanecen en el estado
Go, un estado de reposo, en el que las células
contindan activas metabdlicamente pero no
proliferan a no ser que sean requeridas para
ello mediante las sefales extracelulares

apropiadas. Figura 1.

Se forman los complejos
de prerreplicacion del DNA
en los origenes
2. El complejo ciclina-CDK de G,
inactiva Cdh 1

Sic 3.El complejo ciclina G, -CDK

, activa la expresion de los
componentes de ciclina-CDK
de fase S

4.La ciclina G ,-CDK
fosforila el inhibidor de
fase S

Gy @
/@’

5. SCF/proteasoma
degrada al inhibidor
fosforilado de ciclina-CDK
de fase S

Replicacién del DNA

Figura 1. Ciclo celular y modelo general de la regulacién del ciclo celular

La duracion de estas fases del ciclo celular

varia considerablemente segun los distintos

tipos de células. Para una célula de

proliferacion rapida humana tipica, con una
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duracion total del ciclo de 24 horas, la
fase G dura unas 11 horas, la fase S unas 8
horas, G, cerca de 4 horas, la M y la
citocinesis  duran una  hora,
aproximadamente, por lo tanto el 95% del

ciclo celular transcurre en interfase.

Meristemo radicular

La mitosis, se puede observar en meristemos
primarios del apice de las raices de liliaceas,
como la cebolla, el ajo y el jacinto, entre
otras; se encuentra ubicado en una posicion
subterminal de la raiz, es generalmente

blanco, denso y redondeado.

La division celular en plantas con flores se
lleva a cabo en los meristemos, en el cual las
células no estan especializadas para ninguna
funcién  particular 'y  se  dividen
repetidamente por mitosis, en este caso, la

proliferacion celular hace que crezca la raiz.

Es asi que algunas de las ceélulas hijas
permanecen meristematicas (en division
continua), mientras que otras dejan de
dividirse y se diferencian en tipos de células
apropiadas dependiendo de su posicion, por
ejemplo, el meristemo radicular contiene un
grupo de células inactivas mitoticamente que
forman el llamado centro quiescente.

Ademas, el meristemo esta protegido por la

cofia o caliptra, la cual esta formada por una
masa de células parenquimaticas secretoras
de glicosaminoglucano de accion
lubrificante cuya funcion es ayudar a la raiz
en su penetracion a través del suelo y
proteger el meristemo apical. Las células
mas externas de la cofia se mueren y se
desprenden siendo reemplazadas a partir del
meristemo radicular. Algunas de las células
de la cofia, llamadas estatocistos, contienen
inclusiones citoplasmaticas sdlidas situadas
en la parte inferior de la célula, que son
principalmente granos de almidon y que
estan implicados en el crecimiento de la raiz

con direccion geotropica. Figura 2.

El meristemo apical esta compuesto por
células relativamente pequefias de 10 a 20
micrometros de diametro, con citoplasma
denso y nudcleos grandes con cromatina
condensada y una pared celular primaria
delgada que les permite dividirse
continuamente por mitosis. Estas divisiones
siguen una asincronia uniforme, es decir, son
constantes los porcentajes de células que se
encuentran en cada fase de la division
mitotica. Durante la citocinesis se forma el
tabique separador de las células hijas que es
perpendicular al eje longitudinal de la raiz,

permitiendo de esta manera el crecimiento
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en longitud de la misma. A partir de este
meristemo se produce el crecimiento
primario de la raiz y da lugar a los tejidos

primarios.

Células
diferenciadas

! ’lll !v ‘\||')|’|V':'.
i|

' .
'CIII I l-li ‘ meristemo

Células con
estatolitos

cofia

Figura 2. Corte transversal del apice de raiz
de cebolla

En las plantas superiores los meristemos
proliferan siguiendo una cinética en
equilibrio dindmico, lo que puede evaluarse
a través de una serie de indicadores tales
como: la velocidad de crecimiento, la
poblacion de células en division celular, la
duracién del ciclo celular, el indice mitoético
y la frecuencia de células en los diferentes

estados morfoldgicos, entre otros.

Indice Mitotico (IM)
El sistema de indice, introducido por Minot

en 1908, se define como la relacién entre el

namero de mitosis en cualquier momento
sobre el nimero total de células presentes.

El indice mitético se utiliza para analisis
cuantitativos de la proliferacion, por
ejemplo, en el epitelio escamoso
estratificado, expresa el numero de mitosis
con relacion a una unidad de referencia. La
poblacion total de células epiteliales es
generalmente usada como la referencia y el
namero de células en divisidn se expresan en
relacion a 100 o 1000 de las células

epiteliales presentes.

En patologia, se define como la proliferacion
celular directamente en cortes histologicos,
donde el indice mitotico corresponde al
numero de células en mitosis por unidad de
1000 células. También se define como el
namero de mitosis por un determinado
nimero de campos &pticos (generalmente
10) a 400x. Un elevado indice mitotico se ha
relacionado con neoplasias  malignas
agresivas, es decir, se cuentan las figuras de
mitosis en 10 campos microscépicos de alto
poder (que puede ser distinto para cada tipo
de tumor) y, que junto con la necrosis y la
diferenciacion, el indice mitdtico bajo,
medio o alto define el grado histolégico. por
ejemplo, una escasa diferenciacion, una
intensa necrosis y un IM alto equivalen a un

tumor de grado alto, es decir de marca
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agresiva. Sin embargo, el IM no siempre es
sinbnimo de malignidad, ya que tumores
benignos como los histiocitomas tienen un
IM alto, y muchos tumores malignos pueden

tener un IM bajo.

Finalmente, el diccionario del Instituto
Nacional de Céancer de los Estados Unidos,
define el indice mitético en una poblacién de
células, como el coeficiente entre el nimero
de células que experimentan mitosis
(multiplicacion de células) y el numero de

estas que no experimentan mitosis.

El indice mitético se puede utilizar para
estimar una medida indirecta de las tasas de
proliferacion de un tipo celular animal o
vegetal particular. Ademas, ha sido
considerado como un importante criterio del
crecimiento y multiplicacion de los tejidos.

Se mide cominmente en muestras fijas y
con tincidn, y por lo tanto representa la etapa
del material en el momento de Ila

observacion.

Para estimar el porcentaje del 1M, se calcula
entre el numero de celulas en division
mitotica con respecto al numero total de
células meristematicas (células en mitosis +

células en interfase) observadas en el campo

microscopico, multiplicado por cien, con la

formula 1:

N° de células en division %100

%IM
1 N° total de células observadas

Formula 1

Por otro lado, se puede determinar el
porcentaje del indice de Fases (IF), mediante
el nimero de células observadas en una fase
mitotica definida entre el nimero total de
células en mitosis (profase+ metafase+
anafase+ telofase), multiplicado por cien,

con la formula 2:

N° de células en determinada fase %100

%IF= —
N° total de células en mitosis

Formula 2

Figura 3. Celulas meristemo de cebolla en
division celular (Mitosis). 1000x.
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> Observacion y preguntas

Indique las etapas del ciclo celular y las
fases de la mitosis  que observa en la
micrografia de la figura 3.

Describa las micrografias de las figuras 4 a
la 8 de cada una de las etapas de la mitosis

en una célula vegetal. Tabla 1.

Crecimiento de la raiz: En un frasco con
agua coloque una cabeza de ajo o de cebolla
que tenga contacto con la superficie del
agua, establezca este montaje 4 dias antes de

Su uso.

Se recomienda limpiar las zonas radiculares
de las cebollas para eliminar las capas secas,
cologue el montaje en una zona aireada,
entre 20 y 22 °C, y cambie el agua al menos

2 veces al dia.

Fijacion:  Terminado el tiempo de
crecimiento de las raices, corte 1 a 2 cm de
la punta de la raiz y coloquelas por 20
minutos en la solucién de etanol-acético (3
partes de etanol absoluto: 1 parte de acido
acético glacial), preparada justo antes del

uso. Las puntas de las raices se pueden

mantener en este liquido fijador a -18°C

desde varios dias a meses.

Preparacion de las células del meristemo:
Coloque las raices en un tubo eppendorf que
contiene aproximadamente 1 ml de una
disolucion de HCI 1N durante 10 minutos a
60°C. El tratamiento con el HCI hidroliza
los enlaces entre las celulosas de la pared de
las células del meristemo y permite una
mejor penetracién del colorante y féacil
aplastamiento a la hora de hacer la
preparacion. Lave las raices en agua fria por
4-5 minutos y secar con papel absorbente,
con el fin de eliminar el HCI. Corte con una
tijera alrededor de 2mm de la punta de la
raiz en crecimiento (meristemo), descarte el

resto de la raiz

Tincion aceto-orceina y preparacion de
los micropreparados

Con una pinza transfiera los fragmentos de
meristemo de la raiz a un tubo eppendorf,
agregue aceto-orceina de tal manera que
cubra toda la muestra, deje actuar por 5
minutos. Para acelerar la absorcion del
colorante, caliente el preparado a 50°C.

Figura 9
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Tabla 1.Fases de la mitosis

Etapas de la mitosis Descripcion

3 4 h
¢ P
\ Figura 4.100(;N~ sy J \_ J
e ‘;'e# A 4 N
\ Figura 5.1000x Y. N 2
a I i B
\_Figura 6.1000x J \_ i
7 | & 4 R
\_Figura 7.1000x T Y, N S
a R r N
\_ Figura 8.1000x ) \_ %
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D — 2 mm

Crecimiento
de la raiz

q q az
Lavar ! ll;;"’
Fijaciéon Hidrolisis Tinciéon
de los enlaces
entre las
celulosas

Figura 9. Procedimiento para la obtencion del meristemo radicular

Transfiera con una pinza los fragmentos de
meristemo de aproximadamente 2mm a un
portaobjetos limpio, coloque el cubreobjetos.
Evite el exceso del colorante o de trozos de
tejido debido a que se perderan por

acumulacion en el borde del cubreobjetos.

Rompa el meristemo por squash, que puede
ser de la siguiente manera:

Cologque en una superficie plana el
portaobjetos que contiene el meristemo,
doble un par de capas de papel y coléquela
sobre el cubreobjetos, rompa el tejido con
una fuerte presion vertical con el dedo o
dando varios golpes con el extremo romo de
una aguja de diseccion o de un lapiz. Si se
forman burbujas de aire, adicione mas

colorante después del squash.

El meristemo también se puede romper con
el uso de una aguja de diseccidn, por
maceracion de la punta de la raiz sobre el
portaobjetos formando un extendido en un
area equivalente al tamafio de una moneda.
Otra posibilidad, es colocar un nuevo
portaobjetos en angulo recto con el
portaobjetos que contiene el meristemo para
formar una cruz, y aplastar la punta entre los
dos portaobjetos. Este método proporciona

dos muestras para la tincion.

Observe la preparacion del meristemo de la
raiz bajo el microscopio a 400x. Tome
micrografias de las células en las diferentes
fases de la mitosis.

Examine varias placas y calcule el indice

mitotico para cada una.
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Estimacion del Indice mitético

Calcule el indice mitético mediante la
férmula 1, contando 100 células seguidas,
diferenciando las que estan en division de las
que estan en interfase:

Registre los datos en la tabla 2.

Tabla 2. Resultados del IM

Dato de otro compafiero

Células del meristemo Datos individuales

Nimero de células division

Nimero de células interfase

Nimero total de células

Dato de otro compaiiero

Datos individuales

Células del meristemo

Nimero de células division

Nimero de células interfase

Nimero total de células
M
Células del meristemo Datos individuales Dato de d:firrzr:paﬁem

Nimero de células division

Nimero de células interfase

Nimero total de células

Compare los resultados en una grafica de
barras, coloque en eje de Y el porcentaje de
indice mitdtico. ¢Qué concluye de los datos
obtenidos?

Compare el indice mitdtico obtenido con
datos teoricos y con el de otras especies

vegetales.

Estimacién del indice de las fases
mitdticas (IFM)

Sobre la misma preparacion realice el
recuento en 100 células en mitosis anotando
la fase en que se encuentran con aumento de
400x. Calcule el indice de fase con la
formula 2.

Registre los datos en la tabla 3. Compare

sus resultados con los de otro compafiero del

grupo.

Tabla 3. Resultados del IFM

Indice de la fase Indice de la fase

mitotica de otro compafiero

mitotica individual

Profase
Metafase
Anafase

Telofase

Numero de células

Mitosis

Indice de la fase
mitotica individual

Indice de la fase

mitética de otro companero

Profase
Metafase
Anafase
Telofase
Numero de células

Mitosis

Indice de la fase
mitética de otro companero

Indice de la fase

mitotica individual

Profase
Metafase
Anafase
Telofase
Numero de células

Mitosis

En una gréafica de barra coloque en el eje Y
los porcentajes del indice mitético de cada

fase.
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Compare los resultados que obtuvo junto con
los datos de otro compariero del grupo, asi
como con los datos tedricos que indican lo
siguiente, en condiciones normales por cada
anafase deben encontrarse 2 metafases, por
cada metafase deben encontrarse 2 telofases
y por cada telofase 2 profases. Por ejemplo,
los indices de fases reportados para Allium

cepas se observan en la figura 10.

a - Indice dl fase

. nilica
Profase 47
Metafase 13
Anafase 95

b Telofase 30

% IF

10
5 l
0

Profase Metafase Anafase Telofase
Fases de la mitosis

Figura 10. Indice de las fases mitéticas en
Allium cepa. a. Tabla de resultados b.
representacion gréfica de los resultados del
IF.

Compare el indice mitético en diferentes
especies vegetales o con la aplicacion de
diferentes concentraciones de extractos

vegetales, entre otros.

¢Encuentra variacion en el indice mitético
del meristemo de la raiz?

Consulte otras tinciones utilizadas para
observar las fases de la mitosis en raices de
plantas.

¢Para qué se utiliza y en qué consiste

“Allium test™?

Realice un esquema de la estructura y partes
de un cromosoma.

Explique la regulacién del ciclo celular en
eucariotas. Figura 1.

Consulte en procedimiento a seguir para el
analisis del ciclo celular por citometria de

flujo.

Disefie un experimento, modifique por
ejemplo, las condiciones de crecimiento del
meristemo, las temperaturas y tiempos de

crecimiento.
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ACCCTGTCCATCS
CCGAGCCGACCC(
GGGCCGCGCCGGE
TCCTGCCGCTCT(
GTTTTGTCCTGGC(

AAGGGGCTTTTG(
AGGGCTGGAGAT
TGGGTTTCTTGG
ATTCCTCTGCCE™
S=(=GAAGGGAGETTT

En http://www.nchi.nim.nih.gov/ se encuentra la informacion del gen de la alfa actina de

musculo cardiaco, este gen se localiza en el cromosoma 15q14 del Homo sapiens (ACTC1), con

una longitud total de 7631 pares de bases de la hebra codificante del gen. Figura 1.

» a0 -
' ' Ll
TGGCTGATCCTCTCCCCTGCCCTTGOCTCCATGAATGGCCTCGGCAGTCCTAGCGGGTGCGAAGGGGACCAAATAAGGC
ACCGACTAGGAGAGGGGACGGGAACCGAGGTACTTACCGGAGCCGTCAGGATCGCCCACGCTTCCCCTGGTTTATTCCG

- wo wo o

] ' 1 '
AAGGTGGCAGACCGGGCCCCCCACCCCTGCCCCCGGCTGCTCCAACTGACCCTGTCCATCAGCGTTCTATAAAGCGGCC
TYCCACCGYCY TGCGGGaA CCACGAGGTTCACTGGGACAGGTAGTYCGCAAGATATTTYCGCCGG
"w "o - =
1“12 — CTCCTGGAGCCAGCCACCCAGAGCCCGCTGLCGCCGGAGCCGAGCCGACCCGCCCCGCCGACGGTGAGTCAGCGCCCGG

GAGGACCTCGGTCGGTGGGTCTCGGGCGACGGCGGCCTCGGCTCGOGCTGGGCOGGGGCGGCTGCCACTCAGTCGCGGGCC

] o0 e »o

[ [ [ [
CCCYCCGCGTYCACTCCTCGCCTGGTC GCGC ACGCCAGCCCCGCGCCGCCACCTGGCCAGCCCGGCCC
GGGAGGCGCAAGTGAGGAGCGGACCAGGCGCCCGGCGCGGCCTGCGGTCGGGGCGCGGCGGTGGACCGGTCGGGCCGGG

15p11.1

330 340 200 200

1 1 1 i
GCATTCAGCCAAGGCCCCAGCTCCTGCCOGCTCTGCGACTGCCTTTTYTTITTITTITITTITTTTAAAGCCCACACTTTYTTGATT
CGTAAGTCGGTTCCGGGGTCGAGGACGGCGAGACGCTGACGGAAALAALAAAALAAAALAAATTITCGGGTGTGAALAACT AN

15q12 ] - - " -

L) ) ' .
1&13.1 — TGGT TCTAACTTGTTTTGTCCTGGGCGTTGGTCCTCGCAGGACCTCGCAGGGGCTCTAAGAAGGGGAATTTTGTGGCTC
ACCAAGATTGAACAAAACAGGACCCGCAACCAGGAGCGTCCTGGAGCGTCCCCGAGATYTCTTCCCCTTALAAACACCGAG

00

o 3
[ ] 1 ]

1&14 CCCAAGGGG T T T TGGGTCCCTACTCTCGTGCGCTTITCCCCTCCATCTGGGGCACAGGCATGGCGATATGGACAGGGCT

GGGTTCCCCGAAAACCCAGGGATGAGAGCACGCGAAAGGGGAGGTAGACCCCGTGTCCGTACCGCTATACCTGTCCCGA

ss0 a0

16q15.1

oo oo - w2

1 1 ' '
GGAGATCGAGTTCCCAGTTCOGTGAAAAGGAAGAAAGTTAAAGGGCTGOGGGAGCGACTAAGGGGCTGGGTYTTICTTGGGTCC
CCTCTAGCTCAAGGGTCAAGCACTTTITCCTTICTTITCAATTTCCCGACCCCOCTCCTGATTCCCCGACCCAAAGAACCCAGG

15q21.1

. - asc ro0
) ] [ '

CTCCTTGCACCTGGCACCCTAGCTGGAACTCCTGGCCAGGGAGCCTGOGTGGATTCCTCTGCCCTTICTCTGTCCCCAGT

GAGGAACGTGGACCGTGGGATCGACCTTGAGGACCGGTCCCTCGGACCCACCTAAGGAGACGGGAAGAGACAGGGGTCCA

15q22.1 —

*0 ra0 oo ™

| | [
CTCCTCCGCGGCTTCTTCCCTCCCTTTTATGAT TCGAGGGGAAGGGAGGTGGCAGGAGTGTTCCCCGCCCAACCCCCTG
GAGGAGGCGCCGAAGAAGGGAGGGAAAATACTAAGCTCCCCTTCCCTCCACCGTCCTCACAA TTY ac

15q23 |
15q24.1 ] i i i :
3 TCCAGTCCCCACAACCCCCTTICTGCTCTGTCCTIGTCCTICTGGOGTGCGGAGAAGGCCAGCTGCACAGGCAGCTAAGCGTYG
1 AGGTCAGGGGTGTTGGGGGAAGACGAGACAGGACAGGAGACCCACGCCTCTTCCGGTCGACGTGTCCGTCGATTCGCAC
5G25.1

a0 w00 o o

[ ) ] 1
GTCCGCCCTYCCCCTCCTCAACCTGCAGAACCCCCTGAAGCTGTYGCCAAGATGTGTGACGACGAGGAGACCACCGCCCTG
CAGGCGGGAGGGGAGGAGTTGGACGTCTTGGGGGACTTCGACACGGTTCTACACACTGCTGCTCCTCTGGTGGCGGGAC

16q26.1

- - 1090 1830

1 1 ' '
GTGTGCGACAACGGCTCTGGGCTGGTGAAGGCCGGCTTTGCGGGCGATGACGCGCCCCGCGCTGTCTTCCCGTCCATCG
CACACGCTGTTGCCGAGACCCGACCACTTCCGGCCGAAACGCCCGCTACTGCGCGGGGCGCGACAGAAGGGCAGGTAGC

1 a0 1 oo 1 oo "o

" . [ '
T ACCAGGTAAACTTCCCGCCGAGCCCCCCGTCCCACTCGGGACCCCTTCAGTCCAGCGATCTAGG
ACCCGGCGGGCGCCGTGGTCCATTTGAA T AGGGTGAGCCCTGGGGAAGTCAGGTCGCTAGATCC

*10 1 " res 1m0

1 ' ) '
AAATGGCTCTCACCTGACCCTCTTIGTYTCCATGAACTCTTTAGGCCAAATTAAGAGAAGGCTGATTGACTTYCAAATCCAA
TTTACCGAGAGTGGACTGGGAGAACAAGC TACT TGAGAAATCCGGT TTAATTCTCTTCCGACTAACTGAAGTTTAGGTT


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

15p11.1

15912
15q13.1

15q14-.

15q15.1 -

15q21.1 -

15q22.1

15q23
15q24.1 -

15¢25.1 |

15q26.1 -

Taller de sintesis de proteinas

1200 120 140 1180

| | |
GCCAAGGCAAGCAATACTCCACAAAACCCCAACATACTGAGGAATGTACACCTGAGTGGCACGCCTCTAAAAGGGTCCC
CGGTTCCGTTCGTTATGAGGTGTTTTGGGGTTGTATGACTCCTTACATGTGGACTCACCGTGCGGAGATTTTCCCAGGG

1 1 xm 10 1

1 1 1 1
ACTCCCTGGTGTGAAAGCCACCTGCTTCTCTCCACTAATGGCCTTTTGGACTTTTAGTCTTTAGTGTCTTCTCTGCCTT
TGAGGGACCACACTTTCGGTGGACGAAGAGAGGTGATTACCGGAAAACCTGAAAATCAGAAATCACAGAAGAGACGGAA

19% 1380 1400 1420

| | | I
ATACACTTCATTTTCTTCCTTGTCCTCTCTTTTCAGTCCTGTTTAAAACTTCTAACAATATCACCTCTCCCAACCAACC
TATGTGAAGTAAAAGAAGGAACAGGAGAGAAAAGTCAGGACAAATTTTGAAGATTGTTATAGTGGAGAGGGTTGGTTGG

1440 14680 1480 160

| ' | 1
AGGACCAAATCCACATTCCTCTCTCATGTTCACAGCCAGTTTACAGGGTTCCCCAAAGGTGTAATCAATCTATCTCCTT
TCCTGGTTTAGGTGTAAGGAGAGAGTACAAGTGTCGGTCAAATGTCCCAAGGGGTTTCCACATTAGTTAGATAGAGGAA

150 150 15600 150

I I I I
CCTGGCTGTTGCATTTTTAGAAGCCAGGCGTGACAGAGGCAGCAAGTGCCATGGTGATAGTGACATACCACCTCGTTTG
GGACCGACAACGTAAAAATCTTCGGTCCGCACTGTCTCCGTCGTTCACGGTACCACTATCACTGTATGGTGGAGCAAAC

1800 140 1840

| | |
TTAAAAGACATGCCATGCTCTCTGGGTTTGTCACATGCCTGGCCAGACAGGCTGCCAAGCAGGAGAGCTTAGTCCTCAG
AATTTTCTGTACGGTACGAGAGACCCAAACAGTGTACGGACCGGTCTGTCCGACGGTTCGTCCTCTCGAATCAGGAGTC

1 660 1 680 1700 TN

) 1 1
AGCTGGTGAATGACTCCAGAACAGCTCTGGACAGGCTGAATTTCACTGTTGGAGTGAGGATGGCATATCAGCCCATCAT
TCGACCACTTACTGAGGTCTTGTCGAGACCTGTCCGACTTAAAGTGACAACCTCACTCCTACCGTATAGTCGGGTAGTA

LT 1780 1780 1800
I

| | |
TATGTGTTCACTTGAATGTCAARATCTTTTTCT TAGGAGAAATACAATGTGTCATTAATTCAGTCATTCCAAAATGCAG
ATACACAAGTGAACTTACAGT TTTAGAAAAAGAATCCTCTTTATGTTACACAGTAATTAAGTCAGTAAGGTTTTACGTC

140 1840 1880 180

I | | I
TCATCTATATTCCAGTTGACATGGGTGATGAGCTTAATAACTTAATGAAGGCATATGATATTTTTAAGGTGAGGTGAGG
AGTAGATATAAGGTCAACTGTACCCACTACTCGAATTATTGAATTACTTCCGTATACTATAAAAATTCCACTCCACTCC

1800 180 189 1950

1 1 | |
CTCTGCTTCTTCAGTGGAATAGCTTCATTCTCTCCTGAGTTATATTCTCAACAATAGAATTATACATCTTTGGGGGAGT
GAGACGAAGAAGTCACCTTATCGAAGTAAGAGAGGACTCAATATAAGAGTTGTTATCTTAATATGTAGAAACCCCCTCA

1980 2000 200 200
I

|
GGGGAGAAGGTAGAAGATTGATTTTTAAATAATTCTTCTAAATTGGGGTAAAATCGTATTGCTTGTTATTTCTGGTATT
CCCCTCTTCCATCTTCTAACTAAAAATTTATTAAGAAGATTTAACCCCATTTTAGCATAACGAACAATALAAGACCATAA

200 20e) 210 210
| 1 | |
TAAATATGTTCCTTGACTTGGGCAGT TAGATATAAATGGACAAGACACTGATTATATTCCTGACATGGTGAGAGCATGA
ATTTATACAAGGAACTGAACCCGTCAATCTATATTTACCTGTTCTGTGACTAATATAAGGACTGTACCACTCTCGTACT

244 2%0 250 2200

| | |
TTTTCTCATTTITTTCT T CTCATAGGGAGTTATGGTGGGTATGGGTCAGAAGGACTCCTACGTAGGTGATGAAGCCCAGA
A A AGAGTAAAAAAGAAGAGTATCCCTCAATACCACCCATACCCAGTCTTCCTGAGGATGCATCCACTACTTCGGGTCT

220 2340 23w 2am

' I |} 1
GCAAGAGAGGCATCCTGACCCTGAAGTATCCCATCGAGCATGGTATCATCACCAACTGGGACGACATGGAGAAGATCTG
CGTTCTCTCCGTAGGACTGGGACTTCATAGGGTAGCTCGTACCATAGTAGTGGTTGACCCTGCTGTACCTCTTCTAGAC

2300 230 2390 2380
| | | |
GCACCACACCTTCTACAATGAGCTCCGTGTGGCTCCCGAGGAGCACCCCACCCTGCTCACAGAGGCCCCGLTGAACCCC
CGTGGTGTGGAAGATGTTACTCGAGGCACACCGAGGGCTCCTCGTGGGGTGGGACGAGTGTCTCCGGGGLGACTTGGGG
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15q12
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o

15q15.1 -

15q21.1

15q22.1 -

15q23
15q24.1 -

15q25.1

15q26.1 -

Taller de sintesis de proteinas

380 2400 240 a0

AAGGCCAACCGGGAGAAGATGACTCAGATCATGTTTGAGACCTTCAATGTCCCTGCCATGTACGTGGCCATCCAGGCAG
TTCCGGTTGGCCCTCTTCTACTGAGTCTAGTACAAACTCTGGAAGTTACAGGGACGGTACATGCACCGGTAGGTCCGTC

7460 24m 25 a5
1

1 1 1
TGCTATCCCTGTATGCTTCTGGCCGTACCACAGGTATGCTGGGCTCTGGGGACAGTTACTGATGAATCACATTCCCAAG
ACGATAGGGACATACGAAGACCGGCATGGTGTCCATACGACCCGAGACCCCTGTCAATGACTACTTAGTGTAAGGGTTC

254 250 2500 1800

| | | J
TCACCGACCTTGCTGTGAATCAGATCCCCCAGTTGAAAAAGGGATAATCCCTTTCCTCCCATTCCCTAGCAAGGTCTGT
AGTGGCTGGAACGACACTTAGTCTAGGGGGTCAACTTTTTCCCTATTAGGGAAAGGAGGGTAAGGGATCGTTCCAGACA

2420 2640 2660 2680
' ' 1 1
GCTAAGAGAAAGAGTTAACAGTAGTGCCCTGAGGTTAGTTTCGGAGCACAATTATTGTTGGAGCTGATAGCTTGTGGAG
CGATTCTCTTTCTCAATTGTCATCACGGGACTCCAATCAAAGCCTCGTGTTAATAACAACCTCGACTATCGAACACCTC

27m at». PRL L iTe0
1

1 1 I
ATAGGTCCTTCCCTCATTTAAAGCTCAGCGCAGTGTAGCAGCTTGGAGTGCAGCAGTCATTGTTATGTGTTTAAACCAT
TATCCAGGAAGGGAGTAAATTTCGAGTCGCGTCACATCGTCGAACCTCACGTCGTCAGTAACAATACACAAATTTGGTA

20 2800 80 2840

|
CACATCACCTGGGCAAGCATCCCCAAGGAGAATACATTCCATACAGGGTCTGAGTCAAAAGAGAGAGAAACGTGTAAGT
GTGTAGTGGACCCGTTCGTAGGGGTTCCTCTTATGTAAGGTATGTCCCAGACTCAGTTTTCTCTCTCTTTGCACATTCA

2860 2680 200 290
1 1 1 1
TCAATAGGAGCAAAGAALAACACCCTTGGGTGCTTACATAATGTGCTCGTGGCTGACAAGAAAGATGGTCATTTGAAAG
AGTTATCCTCGTTTCTTTTTGTGGGAACCCACGAATGTATTACACGAGCACCGACTGTTCTTTCTACCAGTAAACTTTC

%0 20 1300 3200

| I | |
TGTCCTCGGGAATTTTTTCTACTATAATAGT TAAAAAGATGAGCTGCAGTTTGCTTCAGATTTAGTATTCCTGATGCGC
ACAGGAGCCCT TAAAAAAGATGATATTATCAATTTTTCTACTCGACGTCAAACGAAGTCTAAATCATAAGGACTACGCG

L S0 100 100

| ]
ATTTTTATTCTTTGTGTGTAAGGAATCTAATTTTATCTGGATCAATGCCCATTGCTAGCATCTCTTAGCCAAGATTGGA
TAAAAATAAGAAACACACATTCCT TAGATTAAAATAGACCTAGTTACGGGTAACGATCGTAGAGAATCGGTTCTAACCT

am 1IN 1140 1.%0

1 | | |
AGCGGGCTTTGCCGTGGCTAGAGCAGTGGTGTTGTCCTCAGGAATTTACCTTGTTCTTIGTCTACTTCCCCGGGCAGGCA
TCGCCCGAAACGGCACCGATCTCGTCACCACAACAGGAGTCCTTAAATGGAACAAGAACAGATGAAGGGGCCCGTCCGT

3w 3200 pe e

I '
TTGTTCTGGACTCTGGGGATGGTGTAACTCACAATGTCCCCATCTATGAGGGCTACGCTTTGCCCCATGCCATCATGEG
AACAAGACCTGAGACCCCTACCACATTGAGTGTTACAGGGGTAGATACTCCCGATGCGAAACGGGGTACGGTAGTACGC

8240 2w 3200 3300

| '
TCTGGATCTGGCTGGTCGGGACCTCACTGACTACCTCATGAAGATCCTCACTGAGCGTGGCTACTCCTTTGTCACCACT
AGACCTAGACCGACCAGCCCTGGAGTGACTGATGGAGTACTTCTAGGAGTGACTCGCACCGATGAGGAAACAGTGGTGA

1 30 1 %0 180

| | |
GGTGAGTGTGTGTGTCTCATCTGCCACAGTGTGGGTCTGCTTTCCTCCTCTCTCACTGAATCCGCCTACCTCCCTATAA
CCACTCACACACACAGAGTAGACGGTGTCACACCCAGACGAAAGGAGGAGAGAGTGACTTAGGCGGATGGAGGGATATT

3400 3420 3440 14m
I )

1 1
TTGACTTCTTGCT TCAGAGCATGACTGTGATACTCTTTATTTCTGTAGCTGAACGTGAAATTGTCCGTGACATTAAAGA
AACTGAAGAACGAAGTCTCGTACTGACACTATGAGAAATAAAGACATCGACTTGCACTTTAACAGGCACTGTAATTTCT

1480 150 1520 1540

| | | |
GAAGCTGTGCTATGTCGCCCTGGATTTTGAGAATGAGATGGCCACAGCTGCCTCTTCCTCCTCCCTGGAGAAGAGCTAT
CTTCGACACGATACAGCGGGACCTAAAACTCTTACTCTACCGGTGTCGACGGAGAAGGAGGAGGGACCTCTTCTCGATA
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1540 1580 1400 3620
GAACTGCCTGATGGCCAAGTCATCACTATTGGCAATGAGCGCTTCCGCTGTCCTGAGACACTCTTCCAGCCCTCCTTCA
CTTGACGGACTACCGGTTCAGTAGTGATAACCGTTACTCGCGAAGGCGACAGGACTCTGTGAGAAGGTCGGGAGGAAGT

A0 At A I
1 |

1 |}
TTGGTGAGTTGTAGGGTCTGGTGCAGAGGCACGATTTTCCCTGGAAATCTTAGGGTCTCCCAGAGTAAAATCTAGAAGG
AACCACTCAACATCCCAGACCACGTCTCCGTGCTAAAAGGGACCTTTAGAATCCCAGAGGGTCTCATTTTAGATCTTCC

s 10 10 a0

| | |
CTCAAGAAGCCCTTGAGTTAAAAGAAGTCATAGTTTGGATTCCCACACAGCTCAACCTCAAGTCCTGATGGCTCATTAA
GAGTTCTTCGGGAACTCAATTTTCTTCAGTATCAAACCTAAGGGTGTGTCGAGTTGGAGTTCAGGACTACCGAGTAATT

1400 3820 3840 3850

| ) I 1
AGGGGAAGTCTATGTTCTGCTCTAGTGATATAATAAAGGATGACACACTGAGTTCATCTCAAAATAAAGGATGACACAG
TCCCCTTCAGATACAAGACGAGATCACTATATTATTTCCTACTGTGTGACTCAAGTAGAGTTTTATTTCCTACTGTGTC

amm 180 19 SEN)
|

1 1 |
AGTAGTAACTGAATAGCACGTATCTGCAGGAAAAGGGCTAGTTCACAAGAGCTGACTTATTCCCGTAAGTTTCACTACC
TCATCATTGACTTATCGTGCATAGACGTCCTTTTCCCGATCAAGTGTTCTCGACTGAATAAGGGCATTCAAAGTGATGG

1900 193¢0 400 400

| | |
AAGTAGCTGGACTTTCCAAGTTCCTCATCATTAAATGCAATAACATTCCTACTCATATTAATAACTGGGCACTTATATG
TTCATCGACCTGAAAGGTTCAAGGAGTAGTAATTTACGTTATTGTAAGGATGAGTATAATTATTGACCCGTGAATATAC

¢ e &0 408 a1m
I | 1

|
TCAACAAATATCCTTCCTAAGCAATGCTTTCCATAAGGAACTTTGTCAGGATCTGATTTAAGTCCATAAACAAAAATTA
AGTTGTTTATAGGAAGGATTCGTTACGAAAGGTATTCCTTGAAACAGTCCTAGACTAAATTCAGGTATTTIGTTTTTAAT

a1» 440 4%0 410

| I
CATTCATTTTAGT TTAAACGTGTATCTTTTCCTTTTCCAATACATCTTCATACATCTGAGAGTTTCAGGAGGTGTTTAC
CTAAGTAAAATCAAATTTGCACATAGAAAAGGAAAAGGTTATGTAGAAGTATGTAGACTCTCAAAGTCCTCCACAAATG

4200 40 a200 a2
| ] I 1

TTGAAACAGGTGCTAAGCACAGTTGCTCCTTTCTTGGCATTGTATTGTGGATTAACTGTGAGGCACCCATTCCACCCTG

AACTTTGTCCACGATTCGTGTCAACGAGGAAAGAACCGTAACATAACACCTAATTGACACTCCGTGGGTAAGGTGGGAC

am am 40 40
1

| |
CAGTGTGTCTTATAGGGGAACATATGTTTCAGAGACAAATGGTGACAGCTCCCCCACACAAAGAAGTTCTGTTCTCTTC
GTCACACAGAATATCCCCTTGTATACAAAGTCTCTGTTTACCACTGTCGAGGGGGTGTGTTTCTTCAAGACAAGAGAAG

4300 430 440 440

I I J '
CCTCTACCTTGACCTGAATGCACTGTGATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGACTCG
GGAGATGGAACTGGACTTACGTGACACTACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACTGAGC

a0 cam ) a5m
U 1 |

TTCCCAGGTATGGAATCTGCTGGCATCCATGAAACAACTTACAATAGCATCATGAAGTGTGACATTGATATCCGCAAGG

AAGGGTCCATACCTTAGACGACCGTAGGTACTTTGTTGAATGTTATCGTAGTACTTCACACTGTAACTATAGGCGTTCC

450 450 450 450

| ) ) |
ACCTGTATGCCAACAATGTCTTATCTGGAGGCACCACTATGTACCCTGGTATTGCTGATCGTATGCAGAAGGAAATCAC
TGGACATACGGTTGTTACAGAATAGACCTCCGTGGTGATACATGGGACCATAACGACTAGCATACGTCTTCCTTTAGTG

4000 4t 40 4

|} |} ] 1
TGCTCTGGCTCCTAGCACCATGAAGATTAAGGTAAAGAACTTTTGTGAGTGGGAGATCCGAGGCAAGTCTTGGTATTCT
ACGAGACCGAGGATCGTGGTACTTCTAATTCCATTTCTTGAAAACACTCACCCTCTAGGCTCCGTTCAGAACCATAAGA

4 am 4 4740

| |
AAGCAGAACTACGTTCCAAATTCCTTTTCCCTCATACTCAGTTTCTTGTCTCCTACAAACTTTACCTGTTAGCTTTTCT
TTCGTCTTGATGCAAGGTTTAAGGAAAAGGGAGTATGAGTCAAAGAACAGAGGATGTTTGAAATGGACAATCGAAAAGA
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470 780 4800
|

|
ACCACTTTTTCTGATTTTCTTAGCACTTTTCCCAAGATAGGTAACTTCCAAAATGCTTTTAAGCAGTGAATAAAAATAA
TGGTGAAAAAGACTAAAAGAATCGTGAAAAGGGTTCTATCCATTGAAGGTTTTACGAAAATTCGTCACTTATTTTTATT

L0 a0 0 amm

|} 1 1 1
ATCTTTGACAAAAAAAAGACACACACACACGCAACAAAATCTTTGAATACATTTTTAAAGCTCCCAACTTTTGGGCTAG
TAGAAACTGTTTTTTTITCTGTGTGTGTGTGCGTTGTTTTAGAAACTTATGTAAAAATTTCGAGGGTTGAAAACCCGATC

=/
l. 4mn0 4940 li.lll

I |
15p12——— GCTCCACTACACATTTAGCTTGTTGCCAAATTACACTCTAGGTAAGTGGAGAAATTCCATTTTAATAATAGAATATATC
5P - CGAGGTGATGTGTAAATCGAACAACGGTTTAATGTGAGATCCATTCACCTCTTTAAGGTAAAATTATTATCTTATATAG

4500 5000 6020 6080
I

| 1 ]
TTTAATAATATAAATGATGAAATAGAGGTGAGT TCATATAACTTGATTGGCCACATTATTTCGTGGTATGACATATCCC
AT TATTATATTTACTACTTTATCTCCACTCAAGTATATTGAACTAACCGGTGTAATAAAGCACCATACTGTATAGGG

1&11.1 5000 s0m 2100 320

1 1 1 |
m ACATTATAGCGAATTAATATCTAATGGTTTTTTTCTGTGAATCCTCCCAATGTGTTATTTGCTCCCTTGCTTGGAACTT
TGOTAATATCGCTTAAT TATAGATTACCAAAAALAGACACTTAGGAGGGTTACACAATAAACGAGGGAACGAACCTTGAA

1&12 | S40 S0 S1e0 820
CAGAGTTCACTGGAAGTTTTTIGTTTTCTTTCTGCAGATTATTGCTCCCCCTGAGCGTAAATACTCTGTCTGGATTGGGG
1&13-1 = GTCTCAAGTGACCTTCAAAAACAAAAGAAAGACGTCTAATAACGAGGGGGACTCGCATTTATGAGACAGACCTAACCCC
sz 52 629 52
GCTCCATCCTGGCCTCTCTGTCCACCTTCCAGCAAATGTGGATTAGCAAGCAAGAGTACGATGAGGCAGGCCCATCCAT
1&14 . CGAGGTAGGACCGGAGAGACAGGTGGAAGGTCGTTTACACCTAATCGTTCGTTCTCATGCTACTCCGTCCGGGTAGGTA
15"5-1 . 2300 30 * 40 80

| | | |
TGTCCACCGCAAATGCTTCTAAGATGCCTTCTCTCTCCATCTACCTTCCAGTCAGGATGACGGTATTATGCTTCTTGGA
ACAGGTGGCGTTTACGAAGATTCTACGGAAGAGAGAGGTAGATGGAAGGTCAGTCCTACTGCCATAATACGAAGAACCT

15q21.1 -

530 s400 54 S40
GTCTTCCAAACCACCTTCCCTCATCTTTCATCAATCATTGTACAGTTTGTTTACACACGTGCAATTTGTTTGTGCTTCT
CAGAAGGTTTGGTGGAAGGGAGTAGAAAGTAGTTAGTAACATGTCAAACAAATGTGTGCACGTTAAACAAACACGAAGA

15q22.1 -

5400 6490 5500 5 ’i):‘
AATATTTATTGCTTTATAAATAAACCAGACCAGGACTTGCAACCTATAAAAGCCTCTCGTTTGTTTTTGGGGTAGGCGT
TTATAAATAACGAAATATTTATTTGGTCTGGTCCTGAACGTTGGATATTTTCGGAGAGCAAACAAAAACCCCATCCGCA

1m ] s slao s s'eo s-ico u'm
1m_1 - GGGGTGGGGCAGGTGTTTGCTTTGACACCCTGAGCATTGTCAAAGTTCAGTACCACAAGGTTCATCCAGATGAATTAAT
CCCCACCCCGTCCACAAACGAAACTGTGGGACTCGTAACAGTTTCAAGTCATGGTGTTCCAAGTAGGTCTACTTAATTA
15q25.1
se0 seu0 s "l‘ﬂ:
ATGACAGTTAGCTGGGAGT TATAATGCTAACTTTTGATTTCATATTTTGAGACAGAATCATGAATATATTTCATACCTG
TACTGTCAATCGACCCTCAATATTACGATTGAAAACTAAAGTATAAAACTCTGTCTTAGTACTTATATAAAGTATGGAC
15q26.1 -
] e 5720 5740 s ;u\
AAAAGCAGATTAAGGTTTAGT TCCATATAAGTAAGAAATGAAATTGAATAAGATAGTTCTCTAGAATTAGTTGCTGCAG
TTTTCGTCTAATTCCAAATCAAGGTATATTCATTCTTTACTTTAACTTATTCTATCAAGAGATCTTAATCAACGACGTC
N7

a0 S0 aem s

J ' 1 1
ATGACACTGAAGATTATTTTAACATATGTTCCAGTTGTTTTTGTAACCTTGCAGAAAATACACATATATTGATAATGAG
TACTGTGACTTCTAATAAAATTGTATACAAGGTCAACAAAAACATTGGAACGTCTTTTATGTGTATATAACTATTACTC

5 850 6890 5900 sa0

| | | |
A AAGTCAAAGATTATT TTAAATGAATTGGCTTAACTTTTCAATTCTTTGAACTCTTCAATTTTICTTCCTGGGGGCTATG
TTTCAGTTTCTAATAAAATTTACTTAACCGAATTGAAAAGTTAAGAAACTTGAGAAGTTAAAAGAAGGACCCCCGATAC
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5940 5960 6960 6000
)

| | |
A AGAAACATGAAGGTTAGCTGACAGTTGGGCCAGCCACATCCCATTGCAAATACCCTCTAAACATATCAAGACCATTG
TTTCTTTGTACTTCCAATCGACTGTCAACCCGGTCGGTGTAGGGTAACGTTTATGGGAGATTTGTATAGTTCTGGTAAC

6000 6040 600 Ll
1

1 1 |
TGTGTGTGCAAAACAAATGTGAGGAAGCAGGAGCCAAACACTTCTGCCTGATCAGTGACTAACTTGCGAGACAGAAGCC
ACACACACGTTTTGTTTACACTCCTTCGTCCTCGGTTTGTGAAGACGGACTAGTCACTGATTGAACGCTCTGTCTTCGG

a0 o .90 e
| I

| I
TTCAATCTCTTCGTTTCTTTGAAATCTTGAGATCTTGGGTTGAGTGAACTGAAGGCTGCGAGGTCCTGAGGGAGCAAGG
AAGTTAGAGAAGCAAAGAAACTTTAGAACTCTAGAACCCAACTCACTTGACTTCCGACGCTCCAGGACTCCCTCGTTCC

6180 6200 6220 6200

| 1 1
GGAGGCGAGAGCCACAGTGTTTGCTTTGCTCTGTGCAGAGCTCTCTGCAAAGTATGGTGGGAAGGCTGCTAGGGGCAGC
CCTCCGCTCTCGGTGTCACAAACGAAACGAGACACGTCTCGAGAGACGTTTCATACCACCCTTCCGACGATCCCCGTCG

L aam LR «10

1 | | |
GTTGAAAAGAATTGAATGTGTTCCATCCTCGAGGAGTTCACACACCTACACATAATCCCCCAGTGCGTGTGGCCTGGAG
CAACTTTTCTTAACTTACACAAGGTAGGAGCTCCTCAAGTGTGTGGATGTGTATTAGGGGGTCACGCACACCGGACCTC

.30 &0 &30

| |
GCTTTAAGGAGATGTATGTGGGTCTGGGTCTTAGAGAATGGTCAGGAATTAGGGAGGTGAGAAGAGCAGAGAGGACATC
CGAAATTCCTCTACATACACCCAGACCCAGAATCTCTTACCAGTCCTTAATCCCTCCACTCTTCTCGTCTCTCCTGTAG

6400 64 64 6 o)

1 |
TCAGCAGAAGGAAGTGTGGCAGAAGCCAGGATACAAGACATGGGGCAGGCTGGTAGGTGCTGATGAATTTTAGAAAATC
AGTCGTCTTCCTTCACACCGTCTTCGGTCCTATGTTCTGTACCCCGTCCGACCATCCACGACTACTTAARATCTTTTAG

LE LR €120 €340

I | I I
CACTGGGAAAGGTAGATTTCAACTAGATTGCAGAAGCCTTACAGATTTTTGTTTTCAAATTAATTGCCAGTGAACTGTT
GTGACCCTTTCCATCTAAAGTTGATCTAACGTCTTCGGAATGTCTAAAAACAAAAGTTTAATTAACGGTCACTTGACAA

6560 6580 LY a8

| | ' 1
AGCATTCACAGAAGTGTTTGAATAGACTTAATTGAATTTTATTGATGAGGATTCAAGACACAGAGATTAAGCAACTGGT
TCGTAAGTGTCTTCACAAACTTATCTGAATTAACTTAAAATAACTACTCCTAAGTTCTGTGTCTCTAATTCGTTGACCA

60 i ) 6% 6700
|

1 | |
GCAATGTTATAAACTTTATTTGTGGAATGTGCTAGACAGGAACTCAGATTTTCTGACACCTACTCTGATGGTGTCTCTA
CGTTACAATATTTGAAATAAACACCTTACACGATCTGTCCTTGAGTCTAAAAGACTGTGGATGAGACTACCACAGAGAT

a0 40 (¥0] (3]
| |

| '
A ATAATCTTTCTAACTTTATAGTTTATCAAGGGTAACCCCATTCTATCACATGCCTTTTGAGAATTTGGGTTCAATAT
TTTATTAGAAAGATTGAAATATCAAATAGTTCCCATTGGGGTAAGATAGTGTACGGAAAACTCTTAAACCCAAGTTATA

L L1 Ll o )

| | | |
TTGGAGTACTCTGGACTCATCAGACATCTTTAATAAATTGTAATACATTGCCACTGTCATTCAAGGTCCTATGTGTGTC
AACCTCATGAGACCTGAGTAGTCTGTAGAAATTATTTAACATTATGTAACGGTGACAGTAAGTTCCAGGATACACACAG

aa 590 §920 &30
|

| | I
TTTTTGCCTATTCATACCAAAAATATCTTTTGATCCCTGACTCTGGGTCGGGCATAGTATTAAGGGCAGGGGACACAAA
A A A ACGGATAAGTATGGTTT TTATAGAAAACTAGGGACTGAGACCCAGCCCGTATCATAATTCCCGTCCCCTGTGTTT

t 0 6een T o0 T

| ] ] ]
GATGTATGAGAGCACATTTTCTGTGAATAAAAAGCTCAGAGTTTAGAGTTCTGTATGTAGCATATTCAAATGGAAGGCC
CTACATACTCTCGTGTAAAAGACACTTATTTTTCGAGTCTCAAATCTCAAGACATACATCGTATAAGTTTACCTTCCGG

T0: 7000 708 7.9
| | | |
TTCTATGCAATAAAGGCTAAATAATACATCAACTTGGTGGCATTTTATTTAGATAAGGTGCAAACATTATTGTACATAT
AAGATACGTTATTTCCGATTTATTATGTAGTTGAACCACCGTAAAATAAATCTATTCCACGTTTGTAATAACATGTATA
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20 40 7160 7180

| | | '
‘% GCCCCCCGCCCCCACCACCCCATTGTATCCTATAGCACAGTTGAACTGGTTTAAAAGCCATGCATGGGGAGGTATGATT
—_— CGGGGGGCGGGGGTGGTGGGGTAACATAGGATATCGTGTCAACTTGACCAAATTTTCGGTACGTACCCCTCCATACTAA

7300 7720 T 280 v )'ﬁr
] 1 1

TCACTAGTTTTTGTGTCTCTTTCT TTTCCTCTGTACAATTGAGTGCATARAATATTATGAATTGTATCCTCTGAACACAG
AGTGATCAAAAACACAGAGAAAGAAAAGGAGACATGTTAACTCACGTATTTATAATACTTAACATAGGAGACTTGTGTC

280 7300 ra20 7340

1 | | '
TATTAATGCT T TAACTGTAGATGATTGGCTGGGGTATCACCTCTGGTTCTTTCCATCTGTGATTAGAAATGGAGAGGAC
ATAATTACGAAATTGACATCTACTAACCGACCCCATAGTGGAGACCAAGAAAGGTAGACACTAATCTTTACCTCTCCTG

[[1]

7360 7360 7400 7420
[]

' )
ATTTTTAT T TCTATGTAAAAGTAGAAGCTTTAAGAATCAGCTTCTGATATTTATATCAGAAGAGGTAAGCACCCAGATT
TA A A TAAAGATACATT T TCATCTTCGAAATTCTTAGTCGAAGACTATAAATATAGTCTTCTCCATTCGTGGGTCTAA

T 40 7 400 7 450 7300
1 1 1 1
CTTGTTGAATTCTGAGGTCTTCTCATCTTTGCTTGATTATAGGGTATAAAGTATTAGAACAATTGAATCTTAAAAATTG
) GAACAACTTAAGACTCCAGAAGAGTAGAAACGAACTAATATCCCATATTTCATAATCTTGTTAACTTAGAATTTTTAAC
1420 y s'm y slw y :.w
TGCT TAAGGAAGGTACTAAGACAAAAATGTTTGCTTAAGGTAATCTTCATATGTATACAATAACTGAGACATGGATAGT
ACGAATTCCTTCCATGATTCTGT T T T TACAAACGAATTCCATTAGAAGTATACATATGTTATTGACTCTGTACCTATCA

7 00 7620

1
GCCTACGTCTTTGGTTAAAGTGCAATAAACAAAGAACTATATAAATT
CGGATGCAGAAACCAATTTCACGTTATTTGTTTCTTGATATATTTAA

GEEEInneEn

Figura 1. Hebra molde y hebra codificante del gen de la a- actina del musculo cardiaco
(fragmento en rojo)

A continuacion se presenta la secuencia de nucleétidos del gen de la alfa actina del muasculo
cardiaco. Figura 2

5
TGGCTGATCCTCTCCCCTGCCCTTGGCTCCATGAATGGCCTCGGCAGTCCTAGCGGGTGCGAAGGGGACC
AAATAAGGCAAGGTGGCAGACCGGGCCCCCCACCCCTGCCCCCGGCTGCTCCAACTGACCCTGTCCATCA
GCGTTCTATAAAGCGGCCCTCCTGGAGCCAGCCACCCAGAGCCCGCTGCCGCCGGAGCCGAGCCGACCCG
CCCCGCCGACGGTGAGTCAGCGCCCGGCCCTCCGCGTTCACTCCTCGCCTGGTCCGCGGGCCGCGCCGGA
CGCCAGCCCCGCGCCGCCACCTGGCCAGCCCGGCCCGCATTCAGCCAAGGCCCCAGCTCCTGCCGCTCTG
CGACTGCCTTTTTTTTTTTTTTTTTAAAGCCCACACTTTTTGATTTGGTTCTAACTTGTTTTGTCCTGGG
CGTTGGTCCTCGCAGGACCTCGCAGGGGCTCTAAGAAGGGGAATTTTGTGGCTCCCCAAGGGGCTTTTGG
GTCCCTACTCTCGTGCGCTTTCCCCTCCATCTGGGGCACAGGCATGGCGATATGGACAGGGCTGGAGATC
GAGTTCCCAGTTCGTGAAAAGGAAGAAAGTTAAAGGGCTGGGGAGGACTAAGGGGCTGGGTTTCTTGGGT
CCCTCCTTGCACCTGGCACCCTAGCTGGAACTCCTGGCCAGGGAGCCTGGGTGGATTCCTCTGCCCTTCT
CTGTCCCCAGTCTCCTCCGCGGCTTCTTCCCTCCCTTTTATGATTCGAGGGGAAGGGAGGTGGCAGGAGT
GTTCCCCGCCCAACCCCCTGTCCAGTCCCCACAACCCCCTTCTGCTCTGTCCTGTCCTCTGGGTGCGGAG
AAGGCCAGCTGCACAGGCAGCTAAGCGTGGTCCGCCCTCCCCTCCTCAACCTGCAGAACCCCCTGAAGCT
GTGCCAAGATGTGTGACGACGAGGAGACCACCGCCCTGGTGTGCGACAACGGCTCTGGGCTGGTGAAGGC
CGGCTTTGCGGGCGATGACGCGCCCCGCGCTGTCTTCCCGTCCATCGTGGGCCGCCCGCGGCACCAGGTA
AACTTCCCGCCGAGCCCCCCGTCCCACTCGGGACCCCTTCAGTCCAGCGATCTAGGAAATGGCTCTCACC
TGACCCTCTTGTTCGATGAACTCTTTAGGCCAAATTAAGAGAAGGCTGATTGACTTCAAATCCAAGCCAA
GGCAAGCAATACTCCACAAAACCCCAACATACTGAGGAATGTACACCTGAGTGGCACGCCTCTAAAAGGG
TCCCACTCCCTGGTGTGAAAGCCACCTGCTTCTCTCCACTAATGGCCTTTTGGACTTTTAGTCTTTAGTG
TCTTCTCTGCCTTATACACTTCATTTTCTTCCTTGTCCTCTCTTTTCAGTCCTGTTTAAAACTTCTAACA
ATATCACCTCTCCCAACCAACCAGGACCAAATCCACATTCCTCTCTCATGTTCACAGCCAGTTTACAGGG
TTCCCCAAAGGTGTAATCAATCTATCTCCTTCCTGGCTGTTGCATTTTTAGAAGCCAGGCGTGACAGAGG
CAGCAAGTGCCATGGTGATAGTGACATACCACCTCGTTTGTTAAAAGACATGCCATGCTCTCTGGGTTTG
TCACATGCCTGGCCAGACAGGCTGCCAAGCAGGAGAGCTTAGTCCTCAGAGCTGGTGAATGACTCCAGAA

117



Taller de sintesis de proteinas

CAGCTCTGGACAGGCTGAATTTCACTGTTGGAGTGAGGATGGCATATCAGCCCATCATTATGTGTTCACT
TGAATGTCAAAATCTTTTTCTTAGGAGAAATACAATGTGTCATTAATTCAGTCATTCCAAAATGCAGTCA
TCTATATTCCAGTTGACATGGGTGATGAGCTTAATAACTTAATGAAGGCATATGATATTTTTAAGGTGAG
GTGAGGCTCTGCTTCTTCAGTGGAATAGCTTCATTCTCTCCTGAGTTATATTCTCAACAATAGAATTATA
CATCTTTGGGGGAGTGGGGAGAAGGTAGAAGATTGATTTTTAAATAATTCTTCTAAATTGGGGTAAAATC
GTATTGCTTGTTATTTCTGGTATTTAAATATGTTCCTTGACTTGGGCAGTTAGATATAAATGGACAAGAC
ACTGATTATATTCCTGACATGGTGAGAGCATGATTTTCTCATTTTTTCTTCTCATAGGGAGTTATGGTGG
GTATGGGTCAGAAGGACTCCTACGTAGGTGATGAAGCCCAGAGCAAGAGAGGCATCCTGACCCTGAAGTA
TCCCATCGAGCATGGTATCATCACCAACTGGGACGACATGGAGAAGATCTGGCACCACACCTTCTACAAT
GAGCTCCGTGTGGCTCCCGAGGAGCACCCCACCCTGCTCACAGAGGCCCCGCTGAACCCCAAGGCCAACC
GGGAGAAGATGACTCAGATCATGTTTGAGACCTTCAATGTCCCTGCCATGTACGTGGCCATCCAGGCAGT
GCTATCCCTGTATGCTTCTGGCCGTACCACAGGTATGCTGGGCTCTGGGGACAGTTACTGATGAATCACA
TTCCCAAGTCACCGACCTTGCTGTGAATCAGATCCCCCAGTTGAAAAAGGGATAATCCCTTTCCTCCCAT
TCCCTAGCAAGGTCTGTGCTAAGAGAAAGAGTTAACAGTAGTGCCCTGAGGTTAGTTTCGGAGCACAATT
ATTGTTGGAGCTGATAGCTTGTGGAGATAGGTCCTTCCCTCATTTAAAGCTCAGCGCAGTGTAGCAGCTT
GGAGTGCAGCAGTCATTGTTATGTGTTTAAACCATCACATCACCTGGGCAAGCATCCCCAAGGAGAATAC
ATTCCATACAGGGTCTGAGTCAAAAGAGAGAGAAACGTGTAAGTTCAATAGGAGCAAAGAAAAACACCCT
TGGGTGCTTACATAATGTGCTCGTGGCTGACAAGAAAGATGGTCATTTGAAAGTGTCCTCGGGAATTTTT
TCTACTATAATAGTTAAAAAGATGAGCTGCAGTTTGCTTCAGATTTAGTATTCCTGATGCGCATTTTTAT
TCTTTGTGTGTAAGGAATCTAATTTTATCTGGATCAATGCCCATTGCTAGCATCTCTTAGCCAAGATTGG
AAGCGGGCTTTGCCGTGGCTAGAGCAGTGGTGTTGTCCTCAGGAATTTACCTTGTTCTTGTCTACTTCCC
CGGGCAGGCATTGTTCTGGACTCTGGGGATGGTGTAACTCACAATGTCCCCATCTATGAGGGCTACGCTT
TGCCCCATGCCATCATGCGTCTGGATCTGGCTGGTCGGGACCTCACTGACTACCTCATGAAGATCCTCAC
TGAGCGTGGCTACTCCTTTGTCACCACTGGTGAGTGTGTGTGTCTCATCTGCCACAGTGTGGGTCTGCTT
TCCTCCTCTCTCACTGAATCCGCCTACCTCCCTATAATTGACTTCTTGCTTCAGAGCATGACTGTGATAC
TCTTTATTTCTGTAGCTGAACGTGAAATTGTCCGTGACATTAAAGAGAAGCTGTGCTATGTCGCCCTGGA
TTTTGAGAATGAGATGGCCACAGCTGCCTCTTCCTCCTCCCTGGAGAAGAGCTATGAACTGCCTGATGGC
CAAGTCATCACTATTGGCAATGAGCGCTTCCGCTGTCCTGAGACACTCTTCCAGCCCTCCTTCATTGGTG
AGTTGTAGGGTCTGGTGCAGAGGCACGATTTTCCCTGGAAATCTTAGGGTCTCCCAGAGTAAAATCTAGA
AGGCTCAAGAAGCCCTTGAGTTAAAAGAAGTCATAGTTTGGATTCCCACACAGCTCAACCTCAAGTCCTG
ATGGCTCATTAAAGGGGAAGTCTATGTTCTGCTCTAGTGATATAATAAAGGATGACACACTGAGTTCATC
TCAAAATAAAGGATGACACAGAGTAGTAACTGAATAGCACGTATCTGCAGGAAAAGGGCTAGTTCACAAG
AGCTGACTTATTCCCGTAAGTTTCACTACCAAGTAGCTGGACTTTCCAAGTTCCTCATCATTAAATGCAA
TAACATTCCTACTCATATTAATAACTGGGCACTTATATGTCAACAAATATCCTTCCTAAGCAATGCTTTC
CATAAGGAACTTTGTCAGGATCTGATTTAAGTCCATAAACAAAAATTACATTCATTTTAGTTTAAACGTG
TATCTTTTCCTTTTCCAATACATCTTCATACATCTGAGAGTTTCAGGAGGTGTTTACTTGAAACAGGTGC
TAAGCACAGTTGCTCCTTTCTTGGCATTGTATTGTGGATTAACTGTGAGGCACCCATTCCACCCTGCAGT
GTGTCTTATAGGGGAACATATGTTTCAGAGACAAATGGTGACAGCTCCCCCACACAAAGAAGTTCTGTTC
TCTTCCCTCTACCTTGACCTGAATGCACTGTGATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT
GTGTGTGTGACTCGTTCCCAGGTATGGAATCTGCTGGCATCCATGAAACAACTTACAATAGCATCATGAA
GTGTGACATTGATATCCGCAAGGACCTGTATGCCAACAATGTCTTATCTGGAGGCACCACTATGTACCCT
GGTATTGCTGATCGTATGCAGAAGGAAATCACTGCTCTGGCTCCTAGCACCATGAAGATTAAGGTAAAGA
ACTTTTGTGAGTGGGAGATCCGAGGCAAGTCTTGGTATTCTAAGCAGAACTACGTTCCAAATTCCTTTTC
CCTCATACTCAGTTTCTTGTCTCCTACAAACTTTACCTGTTAGCTTTTCTACCACTTTTTCTGATTTTCT
TAGCACTTTTCCCAAGATAGGTAACTTCCAAAATGCTTTTAAGCAGTGAATAAAAATAAATCTTTGACAA
AAAAAAGACACACACACACGCAACAAAATCTTTGAATACATTTTTAAAGCTCCCAACTTTTGGGCTAGGC
TCCACTACACATTTAGCTTGTTGCCAAATTACACTCTAGGTAAGTGGAGAAATTCCATTTTAATAATAGA
ATATATCTTTAATAATATAAATGATGAAATAGAGGTGAGTTCATATAACTTGATTGGCCACATTATTTCG
TGGTATGACATATCCCACATTATAGCGAATTAATATCTAATGGTTTTTTTCTGTGAATCCTCCCAATGTG
TTATTTGCTCCCTTGCTTGGAACTTCAGAGTTCACTGGAAGTTTTTGTTTTCTTTCTGCAGATTATTGCT
CCCCCTGAGCGTAAATACTCTGTCTGGATTGGGGGCTCCATCCTGGCCTCTCTGTCCACCTTCCAGCAAA
TGTGGATTAGCAAGCAAGAGTACGATGAGGCAGGCCCATCCATTGTCCACCGCAAATGCTTCTAAGATGC
CTTCTCTCTCCATCTACCTTCCAGTCAGGATGACGGTATTATGCTTCTTGGAGTCTTCCAAACCACCTTC
CCTCATCTTTCATCAATCATTGTACAGTTTGTTTACACACGTGCAATTTGTTTGTGCTTCTAATATTTAT
TGCTTTATAAATAAACCAGACCAGGACTTGCAACCTATAAAAGCCTCTCGTTTGTTTTTGGGGTAGGCGT
GGGGTGGGGCAGGTGTTTGCTTTGACACCCTGAGCATTGTCAAAGTTCAGTACCACAAGGTTCATCCAGA
TGAATTAATATGACAGTTAGCTGGGAGTTATAATGCTAACTTTTGATTTCATATTTTGAGACAGAATCAT
GAATATATTTCATACCTGAAAAGCAGATTAAGGTTTAGTTCCATATAAGTAAGAAATGAAATTGAATAAG
ATAGTTCTCTAGAATTAGTTGCTGCAGATGACACTGAAGATTATTTTAACATATGTTCCAGTTGTTTTTG
TAACCTTGCAGAAAATACACATATATTGATAATGAGAAAGTCAAAGATTATTTTAAATGAATTGGCTTAA
CTTTTCAATTCTTTGAACTCTTCAATTTTCTTCCTGGGGGCTATGAAAGAAACATGAAGGTTAGCTGACA
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GTTGGGCCAGCCACATCCCATTGCAAATACCCTCTAAACATATCAAGACCATTGTGTGTGTGCAAAACAA
ATGTGAGGAAGCAGGAGCCAAACACTTCTGCCTGATCAGTGACTAACTTGCGAGACAGAAGCCTTCAATC
TCTTCGTTTCTTTGAAATCTTGAGATCTTGGGTTGAGTGAACTGAAGGCTGCGAGGTCCTGAGGGAGCAA
GGGGAGGCGAGAGCCACAGTGTTTGCTTTGCTCTGTGCAGAGCTCTCTGCAAAGTATGGTGGGAAGGCTG
CTAGGGGCAGCGTTGAAAAGAATTGAATGTGTTCCATCCTCGAGGAGTTCACACACCTACACATAATCCC
CCAGTGCGTGTGGCCTGGAGGCTTTAAGGAGATGTATGTGGGTCTGGGTCTTAGAGAATGGTCAGGAATT
AGGGAGGTGAGAAGAGCAGAGAGGACATCTCAGCAGAAGGAAGTGTGGCAGAAGCCAGGATACAAGACAT
GGGGCAGGCTGGTAGGTGCTGATGAATTTTAGAAAATCCACTGGGAAAGGTAGATTTCAACTAGATTGCA
GAAGCCTTACAGATTTTTGTTTTCAAATTAATTGCCAGTGAACTGTTAGCATTCACAGAAGTGTTTGAAT
AGACTTAATTGAATTTTATTGATGAGGATTCAAGACACAGAGATTAAGCAACTGGTGCAATGTTATAAAC
TTTATTTGTGGAATGTGCTAGACAGGAACTCAGATTTTCTGACACCTACTCTGATGGTGTCTCTAAAATA
ATCTTTCTAACTTTATAGTTTATCAAGGGTAACCCCATTCTATCACATGCCTTTTGAGAATTTGGGTTCA
ATATTTGGAGTACTCTGGACTCATCAGACATCTTTAATAAATTGTAATACATTGCCACTGTCATTCAAGG
TCCTATGTGTGTCTTTTTGCCTATTCATACCAAAAATATCTTTTGATCCCTGACTCTGGGTCGGGCATAG
TATTAAGGGCAGGGGACACAAAGATGTATGAGAGCACATTTTCTGTGAATAAAAAGCTCAGAGTTTAGAG
TTCTGTATGTAGCATATTCAAATGGAAGGCCTTCTATGCAATAAAGGCTAAATAATACATCAACTTGGTG
GCATTTTATTTAGATAAGGTGCAAACATTATTGTACATATGCCCCCCGCCCCCACCACCCCATTGTATCC
TATAGCACAGTTGAACTGGTTTAAAAGCCATGCATGGGGAGGTATGATTTCACTAGTTTTTGTGTCTCTT
TCTTTTCCTCTGTACAATTGAGTGCATAAATATTATGAATTGTATCCTCTGAACACAGTATTAATGCTTT
AACTGTAGATGATTGGCTGGGGTATCACCTCTGGTTCTTTCCATCTGTGATTAGAAATGGAGAGGACATT
TTTATTTCTATGTAAAAGTAGAAGCTTTAAGAATCAGCTTCTGATATTTATATCAGAAGAGGTAAGCACC
CAGATTCTTGTTGAATTCTGAGGTCTTCTCATCTTTGCTTGATTATAGGGTATAAAGTATTAGAACAATT
GAATCTTAAAAATTGTGCTTAAGGAAGGTACTAAGACAAAAATGTTTGCTTAAGGTAATCTTCATATGTA
TACAATAACTGAGACATGGATAGTGCCTACGTCTTTGGTTAAAGTGCAATAAACAAAGAACTATATAAAT

T 3

Figura 2. Hebra codificante del gen de la alfa actina del musculo cardiaco. (En FASTA
http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/NC _000015.10%report=fasta&from=34788096&t0=347957
26&strand=true

A partir de la informacion del mRNA (1..221, 897..1047, 2158..2482, 3158..3319, 3446..3637,
4432..4613, 5172..7631), se obtienen los exones (Rojo) e intrones (Negro), Figura 3. El inicio de
los intrones cumple con la regla de tener un sitio comun determinado por los nucleétidos GU, en
tanto que el fin del intrdn esta determinado por los nucleGtidos AG. También se resalta en
amarillo el coddn de inicio AUG y el coddn de termino UAA. Homo sapiens chromosome 15,
GRCh38 Primary Assembly: NCBI Reference Sequence: NC_000015.10.

¢ Cuantos intrones tiene este gen? ¢Cuéles son los nucledtidos de inicio y finalizacion para cada
intron?
¢ Cuantos exones tiene este gen?

¢Cudl es la enzima que participa en la transcripcion de la informacion del ADN a mRNA?

Describa el proceso de splicing o procedimiento de corte y empalme del pre-mARN
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5'

1 uggcugaucc

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1.321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641

gaaggggacc
ccaacugacc

gccecgcugcece
uccgcguuca
cuggccagcec
uuuuuuuuuu
cguugguccu
gggcuuuugg
uauggacagg
gggaggacua
cuccuggcca
ggcuucuucc
caacccccug
aaggccagcu
cccugaagcu
ggcucugggce

uccaucgugg
ggaccccuuc

cucuuuaggc
acuccacaaa
ucccacuccc
gucuuuagug
ccuguuuaaa
cucucucaug
uccuggcugu
gugacauacc
ggccagacag
cagcucugga
uguguucacu
gucauuccaa
aaugaaggca
ucauucucuc
gaagguagaa
uuauuucugg
acugauuaua
guuauggugg
ggcauccuga
gagaagaucu
acccugcuca
auguuugaga
uaugcuucug
uucccaaguc
uuccucccau
guuaguuucg

ucuccccugce
aaauaaggca
cuguccauca
gccggageceg
cuccucgccu
cggcccgcau
uuuuuaaagc
cgcaggaccu
gucccuacuc
gcuggagauc
aggggcuggyg

gggagccugg
cucccuuuua

uccagucccc
gcacaggcag
gugccaagau
uggugaaggc
gccgecegeg
aguccagcga
caaauuaaga
accccaacau
uggugugaaa
ucuucucugc
acuucuaaca
uucacagcca
ugcauuuuua
accucguuug
gcugccaagc
caggcugaau
ugaaugucaa
aaugcaguca
uaugauauuu
cugaguuaua
gauugauuuu
uauuuaaaua
uuccugacau
guauggguca
cccugaagua
ggcaccacac
cagaggcccce
ccuucaaugu
gccguaccac
accgaccuug
ucccuagcaa
gagcacaauu

ccuuggcucc
agguggcaga
gcguucuaua
agccgacccg
gguccgcggyg
ucagccaagg
ccacacuuuu
cgcaggggcu
ucgugcgcuu
gaguucccag
uuucuugggu
guggauuccu
ugauucgagg
acaacccccu
cuaagcgugg
gugugacgac
cggcuuugcg
gcaccaggua
ucuaggaaau
gaaggcugau
acugaggaau
gccaccugceu
cuuauacacu
auaucaccuc
guuuacaggg
gaagccaggc
uuaaaagaca
aggagagcuu
uucacuguug
aaucuuuuuc
ucuauauucc
uuaaggugag
uucucaacaa
uaaauaauuc
uguuccuuga
ggugagagca
gaaggacucc
ucccaucgag
cuucuacaau
gcugaacccc
cccugccaug
agguaugcug
cugugaauca
ggucugugcu
auuguuggag

augaauggcc
ccgggcccec
aagcggcccu
cccecgecgac
ccgcgecgga
ccccagcucc
ugauuugguu
cuaagaaggg
uccccuccau
uucgugaaaa
cccuccuugce
cugcccuucu
ggaagggagg
ucugcucugu
uccgcccuce
gaggagacca
ggcgaugacg
aacuucccgce
ggcucucacc
ugacuucaaa
guacaccuga
ucucuccacu
ucauuuucuu
ucccaaccaa
uuccccaaag
gugacagagg
ugccaugcuc
aguccucaga
gagugaggau
uuaggagaaa
aguugacaug
gugaggcucu
uagaauuaua
uucuaaauug
cuugggcagu
ugauuuucuc
uacguaggug
caugguauca
gagcuccgug
aaggccaacc
uacguggcca
ggcucugggyg
gaucccccag
aagagaaaga
cugauagcuu

Taller de sintesis de proteinas

ucggcagucc
caccccugcece
ccuggagcca
ggugagucag
cgccagcecce
ugccgcucug
cuaacuuguu
gaauuuugug
cuggggcaca
ggaagaaagu
accuggcacc
cuguccccag
uggcaggagu
ccuguccucu
ccuccucaac
ccgceccuggu
cgccecgege
cgagccccee
ugacccucuu
uccaagccaa
guggcacgcc
aauggccuuu
ccuuguccuc
ccaggaccaa
guguaaucaa
cagcaagugc
ucuggguuug
gcuggugaau
ggcauaucag
uacaaugugu
ggugaugagc
gcuucuucag
caucuuuggg
ggguaaaauc
uagauauaaa
auuuuuucuu
augaagccca
ucaccaacug
uggcucccga
gggagaagau
uccaggcagu
acaguuacug
uugaaaaagg
guuaacagua
guggagauag

uagcgggugce
cccggcugcu
gccacccaga
cgcececggece
gcgccgecac
cgacugccuu
uuguccuggg
gcuccccaag
ggcauggcga
uaaagggcug
cuagcuggaa
ucuccuccge
guuccccgec
gggugcggag
cugcagaacc
gugcgacaac
ugucuucccg
gucccacucg
guucgaugaa
ggcaagcaau
ucuaaaaggg
uggacuuuua
ucuuuucagu
auccacauuc
ucuaucuccu
cauggugaua
ucacaugccu
gacuccagaa
cccaucauua
cauuaauuca
uuaauaacuu
uggaauagcu
ggagugggga
guauugcuug
uggacaagac
cucauaggga
gagcaagaga
ggacgacaug
ggagcacccc
gacucagauc
gcuaucccug
augaaucaca
gauaaucccu
gugcccugag
guccuucccu
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2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
SL61.
5221
5281
5341
5401

cauuuaaagc
accaucacau
caaaagagag
cauaaugugc
ucuacuauaa
gcauuuuuau
caucucuuag
aggaauuuac

gguguaacuc

cuggaucugg
uacuccuuug

uccuccucuc
acugugauac
cugugcuaug
cuggagaaga
cgcuguccug
aggcacgauu
agcccuugag
auggcucauu
ugaguucauc
gaaaagggcu
acuuuccaag
acuuauaugu
ucugauuuaa
uuuuccaaua
uaagcacagu
acccugcagu
cacacaaaga
gugugugugu
cugcuggcau
aggaccugua
aucguaugca
acuuuuguga
auuccuuuuc
accacuuuuu
aagcagugaa
uuugaauaca
uugccaaauu
aauaauauaa
ugguaugaca
ucccaaugug
ucuuucugca
uccuggccuc
caggcccauc
ccagucagga
caucaaucau

ucagcgcagu
caccugggca
agaaacgugu
ucguggcuga
uaguuaaaaa
ucuuugugug
ccaagauugg
cuuguucuug
acaauguccc
cuggucggga
ucaccacugg
ucacugaauc
ucuuuauuuc
ucgcccugga
gcuaugaacu
agacacucuu
uucccuggaa
uuaaaagaag
aaaggggaag
ucaaaauaaa
aguucacaag
uuccucauca
caacaaauau
guccauaaac
caucuucaua
ugcuccuuuc
gugucuuaua
aguucuguuc
gugugugugu
ccaugaaaca
ugccaacaau
gaaggaaauc
gugggagauc
ccucauacuc
cugauuuucu
uaaaaauaaa
uuuuuaaagc
acacucuagg
augaugaaau
uaucccacau
uuauuugcuc
gauuauugcu
ucuguccacc
cauuguccac
ugacgguauu
uguacaguuu

guagcagcuu
agcaucccca
aaguucaaua
caagaaagau
gaugagcugc
uaaggaaucu
aagcgggcuu
ucuacuuccc
caucuaugag
ccucacugac
ugagugugug
cgccuaccuc
uguagcugaa
uuuugagaau
gccugauggce
ccagcccucce
aucuuagggu
ucauaguuug
ucuauguucu
ggaugacaca
agcugacuua
uuaaaugcaa
ccuuccuaag
aaaaauuaca
caucugagag
uuggcauugu
ggggaacaua
ucuucccucu
gugugugugu
acuuacaaua
gucuuaucug
acugcucugg
cgaggcaagu
aguuucuugu
uagcacuuuu
ucuuugacaa
ucccaacuuu
uaaguggaga
agaggugagu
uauagcgaau
ccuugcuugg
ccceccugagce
uuccagcaaa
cgcaaaugcu
augcuucuug
guuuacacac

ggagugcagc
aggagaauac
ggagcaaaga
ggucauuuga
aguuugcuuc
aauuuuaucu
ugccguggcu
cgggcaggca
ggcuacgcuu
uaccucauga
ugucucaucu
ccuauaauug
cgugaaauug
gagauggcca
caagucauca
uucauuggug
cucccagagu
gauucccaca
gcucuaguga
gaguaguaac
uucccguaag
uaacauuccu
caaugcuuuc
uucauuuuag
uuucaggagyg
auuguggauu
uguuucagag
accuugaccu
guguguguga
gcaucaugaa
gaggcaccac
cuccuagcac
cuugguauuc
cuccuacaaa
cccaagauag
aaaaaagaca
ugggcuaggce
aauuccauuu
ucauauaacu
uaauaucuaa
aacuucagag
guaaauacuc
uguggauuag
ucuaagaugc
gagucuucca
gugcaauuug

Taller de sintesis de proteinas

agucauuguu
auuccauaca
aaaacacccu
aaguguccuc
agauuuagua
ggaucaaugc
agagcagugg
uuguucugga
ugccccaugce
agauccucac
gccacagugu
acuucuugcu
uccgugacau
cagcugccuc
cuauuggcaa
aguuguaggg
aaaaucuaga
cagcucaacc
uauaauaaag
ugaauagcac
uuucacuacc
acucauauua
cauaaggaac
uuuaaacgug
uguuuacuug
aacugugagg
acaaauggug
gaaugcacug
cucguuccca
gugugacauu
uauguacccu
caugaagauu
uaagcagaac
cuuuaccugu
guaacuucca
cacacacacg
uccacuacac
uaauaauaga
ugauuggcca
ugguuuuuuu
uucacuggaa
ugucuggauu
caagcaagag
cuucucucuc
aaccaccuuc
uuugugcuuc

auguguuuaa
gggucugagu
ugggugcuua
gggaauuuuu
uuccugaugc
ccauugcuag
uguuguccuc
cucuggggau
caucaugcgu
ugagcguggc
gggucugcuu
ucagagcaug
uaaagagaag
uuccuccucc
ugagcgcuuc
ucuggugcag
aggcucaaga
ucaaguccug
gaugacacac
guaucugcag
aaguagcugg
auaacugggc
uuugucagga
uaucuuuucc
aaacaggugc
cacccauucc
acagcucccc
ugaugugugu
gguauggaau
gauauccgca
gguauugcug
aagguaaaga
uacguuccaa
uagcuuuucu
aaaugcuuuu
caacaaaauc
auuuagcuug
auauaucuuu
cauuauuucg
cugugaaucc
guuuuuguuu
gggggcucca
uacgaugagg
caucuaccuu
ccucaucuuu
uaauauuuau
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5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621

Figura 3. Secuencia de nucledtidos del

ugcuuuauaa
ggguaggcgu
uaccacaagg
uuuugauuuc
agguuuaguu
gcugcagaug
gaaaauacac
cuuuucaauu
uuagcugaca
auugugugug
gacuaacuug
gguugaguga
guuugcuuug
cguugaaaag
ccagugcgug
gucaggaauu
gaagccagga
cugggaaagg
auugccagug
gaugaggauu
gaaugugcua
aucuuucuaa
uuuggguuca
auugccacug
uuuugauccce
agagcacauu
aauggaaggc
uagauaaggu
uauagcacag
ugugucucuu
gaacacagua
ccaucuguga
gaaucagcuu
aggucuucuc
aauugugcuu
uacaauaacu
cuauauaaau

auaaaccaga
ggggugggge
uucauccaga
auauuuugag
ccauauaagu
acacugaaga
auauauugau
cuuugaacuc
guugggccag
ugcaaaacaa
cgagacagaa
acugaaggcu
cucugugcag
aauugaaugu
uggccuggag
agggagguga
uacaagacau
uagauuucaa
aacuguuagc
caagacacag
gacaggaacu
cuuuauaguu
auauuuggag
ucauucaagg
ugacucuggg
uucugugaau
cuucuaugca
gcaaacauua
uugaacuggu
ucuuuuccuc
uuaaugcuuu
uuagaaaugg
cugauauuua
aucuuugcuu
aaggaaggua
gagacaugga
a3

ccaggacuug
agguguuugc
ugaauuaaua
acagaaucau
aagaaaugaa
uuauuuuaac
aaugagaaag
uucaauuuuc
ccacauccca
augugaggaa
gccuucaauc
gcgagguccu
agcucucugc
guuccauccu
gcuuuaagga
gaagagcaga
ggggcaggcu
cuagauugca
auucacagaa
agauuaagca
cagauuuucu
uaucaagggu
uacucuggac
uccuaugugu
ucgggcauag
aaaaagcuca
auaaaggcua
uuguacauau
uuaaaagcca
uguacaauug
aacuguagau
agaggacauu
uaucagaaga
gauuauaggg
cuaagacaaa
uagugccuac

caaccuauaa
uuugacaccc
ugacaguuag
gaauauauuu
auugaauaag
auauguucca
ucaaagauua
uuccuggggyg
uugcaaauac
gcaggagcca
ucuucguuuc
gagggagcaa
aaaguauggu
cgaggaguuc
gauguaugug
gaggacaucu

gguaggugcu
gaagccuuac

guguuugaau
acuggugcaa
gacaccuacu
aaccccauuc
ucaucagaca
gucuuuuugc
uauuaagggc
gaguuuagag
aauaauacau
gcceccecgec

ugcaugggga
agugcauaaa

gauuggcugg
uuuauuucua

gguaagcacc
uauaaaguau
aauguuugcu

gucuuugguu

Taller de sintesis de proteinas

aagccucucg
ugagcauugu
cugggaguua
cauaccugaa
auaguucucu
guuguuuuug
uuuuaaauga
cuaugaaaga
ccucuaaaca
aacacuucug
uuugaaaucu
ggggaggcga
gggaaggcug
acacaccuac
ggucuggguc
cagcagaagg
gaugaauuuu
agauuuuugu
agacuuaauu
uguuauaaac
cugauggugu
uaucacaugc
ucuuuaauaa
cuauucauac
aggggacaca
uucuguaugu
caacuuggug
cccaccaccce
gguaugauuu
uauuaugaau
gguaucaccu
uguaaaagua
cagauucuug
uagaacaauu
uaagguaauc
aaagugcaau

uuuguuuuug
caaaguucag
uaaugcuaac
aagcagauua
agaauuaguu
uaaccuugca
auuggcuuaa
aacaugaagg
uaucaagacc
ccugaucagu
ugagaucuug
gagccacagu

cuaggggcag
acauaauccc

uuagagaaug
aaguguggca
agaaaaucca
uuucaaauua
gaauuuuauu
uuuauuugug
cucuaaaaua
cuuuugagaa
auuguaauac
caaaaauauc
aagauguaug
agcauauuca
gcauuuuauu
cauuguaucc
cacuaguuuu
uguauccucu
cugguucuuu
gaagcuuuaa
uugaauucug
gaaucuuaaa
uucauaugua
aaacaaagaa

pre-mARN gen alfa actina de musculo cardiaco

(Genbank:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000015.10?report=genbank&from=347880

96&1t0=34795726&strand=true

A partir

CDS: 919..1047, 2158..2482, 3158..3319, 3446..3637, 4432..4613, 5172..5315). Figura 4

del mRNA de la alfa actina del muasculo cardiaco se obtiene el péptido codificante (
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5-
augugugacgacgaggagaccaccgcccuggugugcgacaacggcucugggcuggugaaggce
cggcuuugcgggcgaugacgcgccccgcgcugucuucccguccaucgugggecgeccgegge
accagggaguuaugguggguaugggucagaaggacuccuacguaggugaugaagcccagagce
aagagaggcauccugacccugaaguaucccaucgagcaugguaucaucaccaacugggacga
cauggagaagaucuggcaccacaccuucuacaaugagcuccguguggcucccgaggagcace
ccacccugcucacagaggccccgcugaaccccaaggccaaccgggagaagaugacucagauc
auguuugagaccuucaaugucccugccauguacguggccauccaggcagugcuaucccugua
ugcuucuggccguaccacaggcauuguucuggacucuggggaugguguaacucacaauguce
ccaucuaugagggcuacgcuuugccccaugccaucaugcgucuggaucuggcuggucgggac
cucacugacuaccucaugaagauccucacugagcguggcuacuccuuugucaccacugcuga
acgugaaauuguccgugacauuaaagagaagcugugcuaugucgcccuggauuuugagaaug
agauggccacagcugccucuuccuccucccuggagaagagcuaugaacugccugauggcecaa
gucaucacuauuggcaaugagcgcuuccgcuguccugagacacucuuccagcccuccuucau
ugguauggaaucugcuggcauccaugaaacaacuuacaauagcaucaugaagugugacauug
auauccgcaaggaccuguaugccaacaaugucuuaucuggaggcaccacuauguacccuggu
auugcugaucguaugcagaaggaaaucacugcucuggcuccuagcaccaugaagauuaagau
uauugcucccccugagcguaaauacucugucuggauugggggcuccauccuggccucucugu
ccaccuuccagcaaauguggauuagcaagcaagaguacgaugaggcaggcccauccauuguc
caccagcaaauacuucuaa 3’

Figura 4. Secuencia de nucledtidos del mMRNA del gen de la alfa actina de madsculo cardiaco. En

color amarillo los codones de inicio y de terminacion.

> Obtencion de la secuencia de aminoacidos de la proteina alfa actina de musculo

cardiaco
Utilizando la tabla del codigo genético apropiada, se obtiene la secuencia de aminoécidos de la proteina
madura de la alfa actina. Figura 5.

N
MCDDEETTALVCDNGSGLVKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSY
VGDEAQSKRGILTLKYPIEHGIITNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPTLLTEAPLN
PKANREKMTQIMFETFNVPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVTHNVPIYEG
YALPHAIMRLDLAGRDLTDYLMKILTERGYSFVTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFENE
MATAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPETLFQPSFIGMESAGIHETTYNSIMKCD
IDIRKDLYANNVLSGGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKY SVWIGGSI
LASLSTFOOMWISKOEYDEAGPSIVHRKCF C

Figura 5. Secuencia de aminoacidos de la proteina alfa actina de mdsculo cardiaco. N:
terminacién amino y C: terminacion carboxilo de los aminoacidos.

¢Con cual cddigo genético se realiza la traduccion de este gen? Figura 6.
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Taller de sintesis de proteinas

(‘cédigo estandar (1) N  (Cédigo mitocondrial de vertebrades (2) )
UUU F Phe UCU S Ser UAU Y Tyr UGU C Cys UUU F Phe UCU S Ser UAU Y Tyr UGU C Cys
UUC F Phe UcC S Ser UAC Y Tyr UGC C Cys UUC F Phe ucc s Ser UAC Y Tyr UGC C Cys
UUA L Leu UCA S Ser UAA * Ter UGA * Ter UUA L Leu UCA S Ser UAR * Ter UGA W Trp
UUG L Leu i UCG S Ser UAG * Ter UGG W Trp UUG L Leu UCG S Ser UAG * Ter UGG W Trp
CUU L Leu CCU P Pro CAU H His CGU R Arg CUU L Leu CCU P Pro CAU H His CGU R Arg
CUC L Leu ccc B Pro CAC H His CGC R Arg CUC L Leu ccc P Pro CAC H His CGC R Arg
CUA L Leu CCA P Pro CAA Q Gln CGA R Arg CUA L Leu CCA P Pro CAR Q Gln CGA R Arg
CUG L Leu i CCG P Pro CAG Q Gln CGG R Arg CUG L Leu CCG P Pro CAG Q Gln CGG R Arg
AUU I Ile ACU T Thr BAU N Asn AGU S5 Ser AUU I Ile i ACU T Thr AARU N Asn AGU S Ser
AUC I Ile ACC T Thr AAC N Asn AGC S Ser AUC I Ile i ACC T Thr AAC N Asn AGC S Ser
AUA I Ile ACA T Thr RAA K Lys AGA R Arg AUA M Met i ACA T Thr ARA K Lys AGA * Ter
AUG M Met i ACG T Thr AAG K Lys AGG R Arg AUG M Met i ACG T Thr ARG K Lys AGG * Ter
GUU V Val GCU A Ala GAU D Asp GGU G Gly GUU V Val GCU A Ala GAU D Asp GGU G Gly
GUC V Val GCC A Ala GAC D Asp GGC G Gly GUC V Val GCC A Ala GAC D Asp GGC G Gly
GUA V Val GCA A Ala GAA E Glu GGA G Gly GUA V Val GCA A Ala GAA E Glu GGA G Gly

\ GUG V Val GCG A Ala GAG E Glu GGG G Gly ) \ UG v val i GCG A Ala GAG E Glu GGG G Glyj

(Cédigo mitocondrial de levaduras (3) A (Cédigo mitocondrial de invetebrados (5) N
UUU F Phe UCU 5 Ser UAU Y Tyr UGU C Cys UUU F Phe UCU S Ser UAU Y Tyr UGU C Cys
UUC F Phe ucc S Ser UAC Y Tyr UGC C Cys UUC F Phe UCC S Ser UAC Y Uyr UGC C Cys
UUA L Leu UCA S Ser URR * Ter UGA W Trp UUA L Leu UCA S Ser UAA * Ter UGA W Trp
UUG L Leu UCG S Ser UAG * Ter UGG W Trp UUG L Leu i UCG S Ser UAG * Ter UGG W Trp
CUU T Thr CCU P Pro CAU H His CGU R Arg CUU L Leu CCU P Pro CAU H His CGU R Arg
CUC T Thr CCC P Pro CAC H His CGC R Arg CUC L Leu CCC P Pro CAC H His CGC R Arg
CUA T Thr CCA P Pro CAA Q Gln CGA R Arg CUA L Leu CCA P Pro CAA Q Gln CGA R Arg
CUG T Thr CCG P Pro CAG Q Gln CGG R Arg CUG L Leu CCG P Pro CAG Q Gln CGG R Arg
Wy rne  avTme  mUwam o acysser| (MIHel amrmr muaam s
AUC I Ile ACC T Thr AAC N Asn AGC S Ser ;

AAMNGi A TIN  MAKLys  ARNy| (MAMMECI ARIm:  aaxie  ads e
AUG M MeU i ACG T Thr AAG K Lys AGG R Arg ¥

GUU V Val GCU A Ala GAU D As GGU G Gl

GUU V Val GCU A Ala GAU D Asp GGU G Gly GUC V Val GCC A Ala GAC D Asg Gec G Gl§
GUC V Val GCC A Ala GAC D Asp GGC G Gly GUA V Val GCA A Ala GAA E Glu GGA G Gly
GUA V Val GCA A Ala GRA E Glu GGA G Gly GUG V Val i  GCG A Ala GAG E Glu GGG G Gly
GUG V Val GCG A Ala GAG E Glu GGG G Glv . B4

2 /

/Cédige de hongos, protozeoos y mitocondrial de ™ el " i i ™
coelenterados y micoplasma/espiroplasma (4) Codigo bac | arquess y pl o de plantas {11}

UUU F Phe UCU S Ser UAU Y Tyr UGU C Cys oul F Fhe Bl 5 Ser UAlr ¥ Tyr UGl C Cys
uuC F Fhe UCC S Ser UAC Y Tyr UGC C Cys UUC F Phe UCC & Ser UAC ¥ Tyr UG © Cys
UUA L Leu i UCR S Ser UAR * Ter UGA W Urp ooE L Leuw OCh 5 Ser UAR * Uer OGA * Ter
UUG L Leu i UCG s Ser UAG * Ter UGG W Trp UG L Leu i 0oG 5 Ser UaG * Ter UGG W Trp
CUU L Leu CCU P Pro CAU H His CGU R Arg COU L Lew CCU P Pro CAU H His CGU R Arg
CUC L Leu ccC P Pro CAC H His CGC R Arg CUC L Leu Lt P Pro CAC H His CGC R Arg
CUA L Leu CCA P Pro CAA Q Gln CGA R Arg CUA L Leuw LCCA P Pro CAh Q Gln CGA R ACg
CUG L Leu i CCG P Pro CAG Q Gln CGG R Arg CO5 L Leu i CCG P Pro CAG @ Gln CGG B Arg
AUU I Ile i ACU T Thr AAU N Asn AGU S Ser AUD T Ile i ACU T Thr ARl M Asn AGU & Ser
AUC I Ile i ACC T Thr AAC N Asn AGC S Ser ARUOC T Ile i KCC T Thr RAC B ASN AGC & Ser
AUA I Ile i ACA T Thr ABA K Lys AGA R Arg AUA I Ile i ACA T Thr AMA K Lys AGA R Arg
AUG M Met i ACG T Thr RAG K Lys AGG R Arg RUG M Mer i ACG T Thr ARG K Lys AGG R Arg
GUU V val GCU A Ala GAU D Asp GGU G Gly GUU ¥ Val GCU A hla GAU D Asp GGU G Gly
GUC V val GCC A Ala GAC D Asp GGC G Gly GUE W Val GCC A hla GAC D Asp GG G Gly
GUA V Val GCA A Ala GAA E Glu GGA G Gly GUA ¥ Val GCA A Ala GAA B Glu GOk G Gly
\GUG V val i GCG A Ala GAG E Glu GGG G Gly / ,“_hGUG v val i GCG A Ala GAG E Glu GGG G '31"_,,-'

Figura 6. Codigo genético para la traduccion nuclear, mitocondrial de vertebrados e
invertebrados, bacterias y plastidios.
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¢Cuales son las diferencias entre un cddigo genético utilizado para la traduccion de un gen en un

organismo eucariota en comparacion al utilizado por la mitocondria, cloroplasto, y una bacteria?

En www.uniprot.org se encuentra la informacion de las funciones, localizacion subcelular,
patologias, modificaciones postraduccionales entre otra, de la proteina alfa actina de musculo
cardiaco. Por ejemplo, en las modificaciones postraduccionales se encuentra la eliminacion del
Péptido Sefial de la alfa actina del musculo cardiaco (ACTC1).Tabla 1y figura 7.

Tabla 1. Modificaciones postraduccionales

Figura 7. Péptido sefial (amarillo) en la secuencia de aminoacidos de la alfa actina de mdsculo

cardiaco

¢ Cuales son las funciones de la proteina actina alfa de masculo cardiaco?

¢ Cudl es la funcion del péptido sefial?

Ademas de la eliminacion del péptido sefial, ¢(qué otras modificaciones postraduccionales se

describen en la actina alfa de musculo cardiaco?

Analice la informacion de la sintesis de la proteina B-globina de Homo sapiens y la catalasa de

E. coli. ;Cudles son las diferencias en la sintesis de éstas proteinas?

Caracteristicas | Posicién | Longitud Descripcién Representacion Grafica
Pro péptido 1-2 2 Eliminado en la forma
madura (Péptido sefial)
Cadena 3-377 375 Actina, 1 alfa de musculo
cardiaco(Proteina)
MCDDEETTAL VCDNGSGLVK AGFAGDDAPR AVFPSIVGRP RHQGVMVGMG 50
QKDSYVGDEA QSKRGILTLK YPIEHGIITN WDDMEKIWHH TFYNELRVAP 100
EEHPTLLTEA PLNPKANREK MTQIMFETFN VPAMYVAIQA VLSLYASGRT 150
TGIVLDSGDG VTHNVPIYEG YALPHAIMRL DLAGRDLTDY LMKILTERGY 200
SFVTTAEREI VRDIKEKLCY VALDFENEMA TAASSSSLEK SYELPDGQVI 250
TIGNERFRCP ETLFQPSFIG MESAGIHETT YNSIMKCDID IRKDLYANNV 300
LSGGTTMYPG IADRMQKEIT ALAPSTMKIK IIAPPERKYS VWIGGSILAS 350
LSTFOOMWIS KOEYDEAGPS IVHRKCF 377



http://www.uniprot.org/
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El texto de Biologia celular. Observaciones y experimentos, es un apoyo didactico que sirve de
guia y cuaderno de trabajo en el que los estudiantes de las carreras de ciencias basicas,
agrondmicas y de la salud hacen la descripcion de los resultados, dibujos de las observaciones,
refuerzan conceptos y realizan consultas bibliograficas con el fin de profundizar y proponer
metodologias en las diferentes tematicas de biologia celular. Estd disefiado con el fin de
acompafar al estudiante en el proceso de identificacion de los tipos celulares
procariotas/eucariotas y estructuras celulares utilizando la microscopia y aplicando técnicas de
tincion. Cuenta con excelentes micrografias y esquemas que permite una mejor comprension de
la estructura celular real, y de esta manera entender mejor la relacion entre la teoria 'y la préctica.



