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Prologo

Proélogo

La biotecnologia, disciplina que fusiona la biologia con la ingenieria, ha
irrumpido en el siglo XXI como una fuerza transformadora con el potencial de
revolucionar nuestra forma de interactuar con el mundo vivo. Desde la
produccion de alimentos mas nutritivos y sostenibles hasta el desarrollo de
terapias médicas innovadoras, la biotecnologia se encuentra en el epicentro de
los avances cientificos y tecnologicos que moldean nuestro futuro.

Este Manual basico de Practicas para Aula y Laboratorio de Biotecnologia nace
con la vocacion de ser una herramienta esencial para estudiantes y docentes que
se aventuran en el fascinante universo de la biotecnologia. En sus paginas,
encontraran un compendio de practicas cuidadosamente disefiadas para brindar
una experiencia educativa integral y estimulante.

El manual se estructura en siete capitulos que abarcan areas fundamentales de la
biotecnologia, desde la biologia general, donde se exploran los cimientos de la
vida, hasta la Biotecnologia vegetal, que nos permite comprender y aprovechar el
potencial de las plantas. Cada capitulo ha sido concebido para equilibrar la teoria
con la practica, proporcionando a los estudiantes una base solida de
conocimientos y la oportunidad de aplicar dichos conocimientos en experimentos
de laboratorio.

La Biotecnologia farmacéutica nos adentra en el desarrollo de medicamentos y
terapias innovadoras, mientras que la biotecnologia de alimentos nos invita a
explorar como los microorganismos y las enzimas pueden transformar la
produccion de alimentos. La microbiologia, por su parte, nos revela el mundo
microscopico de bacterias, virus y hongos, organismos que juegan un papel
crucial en la biotecnologia. La Biotecnologia molecular nos proporciona las
herramientas para manipular el ADN y comprender los procesos genéticos, y la
biotecnologia vegetal nos abre las puertas a 1a mejora de cultivos y la produccion
de plantas maés resistentes y nutritivas.

Este manual no es solo un conjunto de instrucciones, sino una invitacion a la
exploracion y al descubrimiento. Cada practica ha sido disefiada para fomentar el
pensamiento critico, la resolucién de problemas y el trabajo en equipo,

habilidades indispensables para los futuros biotecndlogos.



Prologo

La Biotecnologia es una disciplina en constante evolucion, y este manual es un
reflejo de ello. Hemos incorporado técnicas y conceptos de vanguardia, pero sin
perder de vista los fundamentos que sustentan la disciplina.

Aspiramos a que este manual sea un compafiero inseparable en su viaje por la
biotecnologia, un recurso valioso que les inspire a cuestionar, experimentar y

descubrir el asombroso potencial de la vida.

Los Autores
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Historia de la Biologia Celular y Molecular

La biologia celular y molecular es un campo que ha evolucionado de
manera significativa a lo largo del tiempo. A mediados del siglo XIX, cientificos
como Robert Hooke y Antonie van Leeuwenhoek realizaron los primeros avances
cruciales en el estudio de las células mediante el uso del microscopio. Hooke, en
su obra Micrographia (1665), fue el primero en observar y nombrar las "celdas"
en un fragmento de corcho, sentando las bases para la futura exploracién celular
[1].

Alo largo del siglo XIX, se desarrollaron las primeras teorias celulares. La
teoria celular, formulada por Schleiden y Schwann en 1838 y 1839, sostenia que
todos los organismos estdn compuestos de células, lo que represent6é un hito
fundamental en la biologia [2]. Este concepto fue ampliado por Rudolf Virchow,
quien en 1855 postul6 que "todas las células provienen de otras células", lo que
cimento la base de la biologia celular moderna.

A finales del siglo XIX y principios del XX, el avance en la comprensién de
la estructura celular permitié descubrir los organulos, como las mitocondrias y el
nucleo, y sus respectivas funciones. Los avances en la microscopia electronica a
mediados del siglo XX facilitaron una vision mas detallada de los componentes
subcelulares [3]. Este progreso fue esencial para entender los procesos
moleculares dentro de la célula.

Finalmente, la biologia molecular se consolid6 en el siglo XX con el
descubrimiento de la estructura del ADN por Watson y Crick en 1953. Este
hallazgo permiti6 la comprension de los mecanismos de transmision de la
informacién genética, marcando un cambio radical en la medicina, la genética 'y
la biologia celular [4]. La revolucion molecular ha facilitado la creacion de

técnicas como la PCR, la secuenciacion de ADN y la ingenieria genética.

Estructura y Funcion Celular

La célula es la unidad béasica de los organismos vivos y estd compuesta por
varios componentes estructurales que cumplen funciones especificas. La
membrana plasmatica, compuesta por una bicapa lipidica, regula el paso de

sustancias hacia y desde la célula. Esta estructura es vital para mantener la
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homeostasis y para la comunicacién con otras células a través de receptores y
senales quimicas [5].

El nucleo celular, uno de los organelos mas importantes, contiene el
material genético en forma de ADN. El ADN en el nucleo se organiza en
cromosomas, los cuales contienen la informacion genética necesaria para la
replicacion celular y la sintesis de proteinas. El proceso de transcripcion y
traduccion es fundamental para la expresion génica y la regulacion de las
funciones celulares [6]. La cromatina, una mezcla de ADN y proteinas, se
condensa para formar cromosomas durante la mitosis.

Los organulos citoplasmaticos, como las mitocondrias, el reticulo
endoplasmico y el aparato de Golgi, son responsables de varios procesos
metabolicos dentro de la célula. Las mitocondrias, en particular, son conocidas
como las "centrales energéticas" de la célula, ya que generan ATP a través de la
respiracion celular. Por otro lado, el reticulo endoplasmico esta involucrado en la
sintesis de proteinas y lipidos, mientras que el aparato de Golgi se encarga del
procesamiento y transporte de proteinas [7].

El citoesqueleto, compuesto por microtiibulos, filamentos intermedios y
microfilamentos, proporciona soporte estructural a la célula y facilita el
movimiento de organelos y vesiculas dentro de la célula. Ademas, juega un papel
crucial en la mitosis y en la locomocién celular, lo que es esencial para el
desarrollo y la respuesta a estimulos externos [8]. La interaccion de estos

componentes asegura el funcionamiento adecuado de la célula.

Funcion Celular

Las funciones celulares son diversas y esenciales para el mantenimiento de
la vida. Una de las funciones mas importantes es la sintesis de proteinas, que
ocurre en los ribosomas. Estas proteinas desempefian roles criticos en el
transporte de moléculas, la catalisis de reacciones metabdlicas y la regulacion de
procesos celulares. Ademaés, las células tienen mecanismos de respuesta a
estimulos del entorno, como la sefializacion celular, que les permite adaptarse y
sobrevivir en condiciones cambiantes [9]. La mitocondria, por su parte, genera
energia en forma de ATP, y las células dependen de este suministro energético

para llevar a cabo sus funciones [10].

pagina 14



Ademaés de estas funciones, las células realizan procesos de replicacion y
division celular para generar nuevas células. La mitosis es el proceso mediante el
cual una célula madre se divide para formar dos células hijas, mientras que la
meiosis es responsable de la formacion de células reproductivas, o gametos [11].
Los mecanismos que regulan estos procesos son esenciales para el desarrollo y la
reparacion de tejidos, asi como para el funcionamiento general del organismo.

Las células también estan involucradas en la homeostasis, un proceso que
mantiene condiciones estables dentro de la célula. Esto incluye la regulacion del
pH, el equilibrio de iones y la eliminacion de productos de desecho. Las
alteraciones en cualquiera de estas funciones pueden resultar en enfermedades o

disfunciones celulares [12].

Genética Molecular

La genética molecular estudia los procesos mediante los cuales la
informacién genética es transmitida y expresada dentro de las células. Un
concepto clave en este campo es la estructura y funcion del ADN, que contiene las
instrucciones para la sintesis de proteinas y la replicacion celular. La replicacién
del ADN es un proceso complejo que garantiza que la informacion genética se
pase a las células hijas de manera precisa [13]. La transcripcién y traduccion del
ADN son procesos que permiten la expresion génica y la sintesis de proteinas,
esenciales para la funcion celular.

En el proceso de transcripcion, el ADN se copia en ARN mensajero
(ARNm), que luego es utilizado en la traduccion para sintetizar proteinas en los
ribosomas. Las proteinas son responsables de casi todos los procesos celulares,
desde la catalizacion de reacciones metabolicas hasta la regulacién del ciclo
celular y la senalizacion [14]. La ingenieria genética ha permitido manipular estos
procesos para crear organismos modificados genéticamente y terapias
personalizadas, que tienen aplicaciones en biomedicina, agricultura y
biotecnologia [15].

La regulacion genética es otro aspecto fundamental de la genética
molecular. Las células no expresan todos sus genes todo el tiempo; en lugar de
eso, utilizan mecanismos de regulacion para activar o inhibir ciertos genes en

respuesta a sefales externas o internas. Estos mecanismos incluyen factores de
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transcripcion y elementos reguladores que permiten una respuesta adaptativa a
cambios en el entorno celular [16].

Ademas, la genética molecular ha revolucionado la medicina moderna. La
identificacion de mutaciones genéticas ha permitido el diagnostico temprano de
enfermedades genéticas y el desarrollo de terapias dirigidas, como los
tratamientos con terapia génica para corregir defectos genéticos en células

especificas [17].

Biologia de las Proteinas

Las proteinas son biomoléculas esenciales para la vida, ya que cumplen
una variedad de funciones vitales en las células. Estan formadas por largas
cadenas de aminoacidos que se pliegan en estructuras tridimensionales
especificas, lo que les permite realizar funciones como catalizar reacciones
quimicas (enzimas), formar estructuras celulares (como el colageno), y regular
procesos biologicos (hormonas, como la insulina) [18]. Las proteinas son el
resultado final de la expresion génica, y su sintesis comienza con la transcripcion
del ADN en ARN mensajero, seguido por la traducciéon en los ribosomas, que
ensamblan los aminoacidos en secuencias especificas [19].

La estructura de las proteinas es fundamental para su funcion. Existen
cuatro niveles de estructura: primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria. La
estructura primaria corresponde a la secuencia de aminoacidos, mientras que la
estructura secundaria se refiere a la organizacion local de esta secuencia, como
hélices alfa o laminas beta. La estructura terciaria es el plegamiento completo de
la cadena, y la cuaternaria implica la interaccién de multiples cadenas
polipeptidicas [20]. La alteracion de cualquiera de estos niveles estructurales
puede resultar en una pérdida de la funcion de la proteina, lo que puede ser
responsable de diversas enfermedades, como las proteinas mal plegadas en
trastornos neurodegenerativos [21].

Las proteinas también pueden sufrir modificaciones postraduccionales,
como la fosforilacion, glicosilacion y acilacion, que alteran su actividad y
localizacion en la célula. Estas modificaciones son esenciales para la regulacion
fina de las funciones celulares, permitiendo que las proteinas respondan a sefales
del entorno o a cambios en las condiciones celulares. Un ejemplo de esto es la

fosforilacion de proteinas en la senalizacion celular, que puede activar o
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desactivar ciertas funciones [22]. La comprension de la biologia de las proteinas
es esencial en biotecnologia, ya que se utiliza para disefiar fArmacos y terapias

basadas en proteinas.

Senalizacion Celular

La senalizacion celular es un proceso fundamental para la comunicacion
entre las células y su entorno. Este proceso permite que las células respondan a
estimulos externos, como hormonas, factores de crecimiento y nutrientes, para
coordinar funciones biologicas esenciales como la proliferacion celular, la
diferenciacion y la apoptosis [23]. La sefalizacion celular puede ser mediada por
receptores ubicados en la membrana celular, que al activarse transmiten la sefial
al interior de la célula a través de una serie de moléculas intracelulares, conocidas
como cascadas de senalizacion [24].

Uno de los sistemas de sefializacion més estudiados es el de los receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs), que estan involucrados en una amplia gama de
procesos fisioldgicos. Los GPCRs activan diversas rutas de sefalizacion dentro de
la célula, como la via de los segundos mensajeros (como el AMP ciclico y el calcio),
que regulan funciones como la contraccion muscular, la secrecién hormonal y la
percepcién sensorial [25]. Estos receptores son objetivos clave para el disefio de
medicamentos, ya que pueden influir en diversas enfermedades, desde trastornos
cardiovasculares hasta enfermedades neurodegenerativas.

La fosforilacién de proteinas es otro mecanismo crucial en la sefializaciéon
celular. En muchas cascadas de sefalizacion, las proteinas se activan mediante la
adicion de grupos fosfato, lo que altera su estructura y funcién. Este proceso es
regulado por enzimas como las quinasas y las fosfatasas, que anaden o eliminan
grupos fosfato, respectivamente [26]. La sefalizacion celular es un campo en
constante expansion, y el entendimiento de sus mecanismos ha permitido el
desarrollo de terapias dirigidas que modulan estas rutas para tratar
enfermedades.

Ademas, la desregulacion de la sefializacion celular esta asociada con una
amplia variedad de enfermedades, incluyendo cancer, enfermedades
cardiovasculares y trastornos autoinmunes. Por ejemplo, en el cancer, las células

pueden activar vias de senalizacion que les permiten proliferar sin control, evadir
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la apoptosis y promover la angiogénesis [27]. Por lo tanto, la comprension de la

sefializacion celular es esencial para el desarrollo de tratamientos mas efectivos.

Avances y Futuro en Biologia Celular y Molecular

La biologia celular y molecular contintia avanzando rapidamente, con
nuevas tecnologias que estan revolucionando nuestra comprension de la célula y
sus procesos. Uno de los desarrollos mas destacados es la secuenciacion de nueva
generacion (NGS), que permite secuenciar genomas completos de manera mas
rapida y economica. Este avance ha acelerado la identificacion de genes
involucrados en diversas enfermedades, lo que facilita la creacion de terapias mas
personalizadas y efectivas [28].

La edicion genética, especialmente con la tecnologia CRISPR-Cas9, ha
abierto nuevas posibilidades en la modificaciéon de genes especificos, lo que
permite corregir mutaciones causantes de enfermedades genéticas. Este avance
ha sido fundamental en el desarrollo de tratamientos para trastornos genéticos
como la fibrosis quistica y la distrofia muscular [29]. Sin embargo, la aplicacién
clinica de estas tecnologias atin enfrenta desafios éticos y técnicos que deben ser
abordados antes de su implementacién generalizada [30].

En cuanto al futuro de la biologia celular, los avances en la investigacion
sobre la biologia de las células madre prometen revolucionar la medicina
regenerativa. Las células madre tienen la capacidad de diferenciarse en diversos
tipos celulares, lo que las hace ttiles para el tratamiento de enfermedades
degenerativas y lesiones [31]. Los investigadores estan explorando como
manipular estas células para crear terapias personalizadas que restauren tejidos
danados y mejoren la funcién organica.

La biologia celular y molecular también tiene un papel clave en la lucha
contra las enfermedades infecciosas. Con el aumento de la resistencia a los
antibidticos, se estan desarrollando nuevos enfoques terapéuticos que se centran
en los mecanismos celulares que permiten la infeccion y la replicacion viral. La
comprension de estos procesos a nivel molecular es crucial para el diseno de

medicamentos mas efectivos y para la prevencion de futuras pandemias [32].
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Practica 1. Estudio de la mitosis en células de la raiz
de cebolla

El estudio de la mitosis es fundamental para comprender los mecanismos
de division celular en organismos eucariotas. En esta practica, se analizaran
células en division presentes en las raices de Allium cepa (cebolla), un modelo
biol6gico ampliamente utilizado debido a su rapida tasa de proliferacion y la
facilidad para observar sus cromosomas al microscopio. A través de la tincion de
preparaciones celulares, se identificaran las distintas fases del ciclo mito6tico:
profase, metafase, anafase y telofase. Esta experiencia permitira reforzar
conceptos teoricos sobre la division celular y su importancia en el crecimiento y

regeneracion de tejidos.

Fundamentos

La mitosis es el proceso mediante el cual una célula eucariota divide su
nucleo, distribuyendo de manera equitativa el material genético en dos células
hijas. Este proceso es fundamental para el crecimiento, desarrollo y reparaciéon
de los organismos multicelulares [33]. Las células de la raiz de cebolla ( Allium
cepa ) son ideales para estudiar la mitosis debido a su rapida division celular y la

claridad con que se pueden observar sus cromosomas bajo el microscopio [34]

Objetivo
Identificar y analizar las fases del proceso mitotico en células de la raiz de

cebolla utilizando técnicas microscopicas.

Preparacion previa

Germinacion de raices de cebolla:
Seleccione bulbos de cebolla sanos y coléquelos en un recipiente con agua,
asegurando que las raices queden sumergidas.
Dejar los bulbos en condiciones 6ptimas de temperatura y humedad durante

3 a 5 dias hasta que las raices alcancen aproximadamente 1-2 cm de longitud.
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Preparacion de los materiales y reactivos:
e Portaobjetos y cubreobjetos.

e Bisturi o tijeras finas para cortar las raices.

tincidn.
e Agua destilada y alcohol al 70% para enjuagues.

e Microscopio Optico para la observacion de las células en division.

Procedimiento

a. Obtencion de las raices, obtenga la raiz de la cebolla.

Coloca una cebolla en un recipiente con agua para que desarrolle raices de 1-2

cm de largo.

c. Para fijar el tejido corta las raices y sumérgelas en una soluciéon fijadora

durante 10 minutos.

d. Parala preparacion de la muestra, colocamos la raiz en un portaobjetos y corta

una seccién fina cercana al apice (zona de mayor division celular).
e. Agrega unas gotas de colorante y caliéntalo suavemente sin hervir.

f.  Cubre con un cubreobjetos y aplica presion ligera para extender el tejido.

Observacion en el microscopio:

Examina la muestra bajo el microscopio con aumento bajo y luego alto.

Identifica las diferentes fases de la mitosis y grafique a 40X.

Resultados de aprendizaje
e Identifica los diferentes componentes de la membrana celular, ademés
describe el transporte de sustancias desde y hacia el citoplasma.
e Realiza anéalisis comparativos de las diferentes estructuras, viendo asi sus

funciones mas importantes.

Normas de seguridad
e Utiliza guantes y bata de laboratorio para manipular sustancias quimicas y
muestras biologicas.

e Maneja con cuidado las herramientas cortantes como bisturies.

Acido clorhidrico (HCI) al 1M y orceina acética o colorante de Feulgen para la
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Evita el contacto directo con los colorantes y solucion fijadora, ya que pueden
ser toxicos o irritantes.

Asegurate de apagar el mechero o fuente de calor después de su uso.

Desecha correctamente los residuos de la muestra y materiales usados

conforme a las normas del laboratorio.

Cuestionario

¢Qué caracteristicas hacen de las células de la raiz de cebolla un buen modelo
para el estudio de la mitosis?

Explica las principales diferencias entre cada una de las fases de las mitosis
observadas en la practica.

¢Cual es la funcion del 4cido clorhidrico (HCI) en la preparacion de la muestra?
¢Por qué es necesario utilizar un colorante como la orceina acética o el reactivo
de Feulgen en esta practica?

¢Coémo afecta el tiempo de incubacién de las raices en agua al resultado de la
observacion de la mitosis?

¢Qué importancia tiene la mitosis en el crecimiento y desarrollo de los
organismos multicelulares?

¢Cuales son las posibles fuentes de error en esta practica y como podrian
minimizarse?

¢Como podrias aplicar el conocimiento adquirido en esta practica para el

estudio de enfermedades relacionadas con la division celular, como el cancer?

Practica 2. Extraccion de ADN

El ADN (acido desoxirribonucleico) es la molécula portadora de la
informacién genética en todos los organismos vivos. Su extraccién es un
procedimiento fundamental en biologia molecular, ya que permite su analisis en
estudios de genética, biotecnologia y diagndstico molecular. En esta practica, se
realizara la extraccion de ADN a partir de material biolégico utilizando un
protocolo basado en la lisis celular, la eliminacion de proteinas y la precipitacién
del ADN. Este procedimiento es clave para la identificacion y manipulacion del

material genético en investigaciones cientificas y aplicaciones biotecnolégicas

[35].
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Fundamentos

La extraccion de ADN es un procedimiento biotecnolégico esencial que
permite aislar el material genético de una célula para su anélisis y uso posterior.
Este proceso es crucial en la biologia molecular, ya que el ADN contiene la
informacién genética fundamental para el funcionamiento y desarrollo de los

organismos vivos.

Objetivo
e Obtener ADN de una muestra bioldgica mediante un método sistematico y
eficiente.
e Comprender las etapas y fundamentos de la extraccion de ADN.
e Valorar la importancia de la pureza y calidad del ADN extraido para

aplicaciones posteriores.
Preparacion previa

Revision Tedrica
e Estudiar las estructuras y propiedades del ADN.
e Familiarizarse con los principios del método de extraccidon utilizado (por

ejemplo, organico, salting out, basado en kits comerciales).

Materiales y Equipos Necesarios
e Reactivos quimicos (detergentes, solucion salina, alcohol isopropilico o
etanol).
e Equipos béasicos de laboratorio (pipetas, tubos de ensayo, centrifuga).

e Muestras bioldgicas (por ejemplo, tejido vegetal, células animales o bacterias)

Procedimiento

e Recoleccion de Muestras

e Seleccionar la fuente de ADN (vegetal, animal o microbiana).

e Lisis Celular
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e Anadir detergente para romper membranas celulares y liberar el contenido
celular.

e Separacion de Componentes

e Usar soluciones salinas para eliminar proteinas y lipidos.

e Precipitacion del ADN

e Anadir alcohol frio (isopropilico o etanol) para precipitar el ADN en forma de
filamentos visibles.

e Lavado y Resuspension

e Lavar el ADN precipitado con alcohol para eliminar impurezas.

e Resuspender el ADN en una solucién buffer adecuada para su conservacion.

Resultados de aprendizaje
e Los estudiantes analizaran los mecanismos de expresion génica mediante el
andlisis de conceptos teoricos y de investigaciones modernas.
e Los estudiantes Identificardn los instrumentos especificos para realizar

procesos fundamentales en la identificacion génica

Normas de seguridad

e Uso de EPP (Equipo de Proteccion Personal): Bata, guantes y gafas
protectoras en todo momento.

e Manejo de Reactivos Quimicos: Conocer los riesgos asociados a los
reactivos empleados y seguir las indicaciones de las hojas de seguridad
(MSDS).

e Descarte de Residuos: Eliminar residuos biologicos y quimicos segun las
normativas locales de bioseguridad.

e Limpieza del Area de Trabajo: Asegurarse de desinfectar las superficies
antes y después del procedimiento.

e Atencion en Caso de Emergencias: Conocer la ubicacién de duchas de

seguridad, lavaojos y extintores.

Cuestionario

e (Cual es la importancia de la extraccion de ADN en la biologia molecular y qué

aplicaciones tiene en la investigacion cientifica?
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Explica el papel de cada uno de los reactivos utilizados en el proceso de
extraccion de ADN (detergente, sal, etanol o alcohol frio).

¢Por qué es necesario romper la membrana celular y nuclear para extraer el
ADN?

¢Coémo influye la temperatura y el tiempo de incubacion en la eficiencia de la
extraccion de ADN?

¢Qué diferencias esperas observar entre el ADN extraido de células vegetales y
de células animales?

¢Por qué se recomienda el uso de alcohol frio para la precipitaciéon del ADN y
qué ocurriria si se usara a temperatura ambiente?

¢Cudles son las posibles fuentes de error en esta practica y como podrian
afectar la cantidad o calidad del ADN obtenido?

¢Como podrias aplicar la técnica de extraccion de ADN en estudios de genética,

biotecnologia o diagnoéstico de enfermedades?
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Microbiologia en la Biotecnologia
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Microbiologia Historia

La microbiologia es una disciplina cientifica que se dedica al estudio de los
microorganismos, aquellos seres vivos de tamafio microscopico, como bacterias,
virus, hongos, protozoos y algas [1]. Esta ciencia ha experimentado un desarrollo
significativo a lo largo de la historia, gracias a los avances tecnologicos y a las
contribuciones de numerosos cientificos [2].

Los primeros indicios de la existencia de microorganismos se remontan a
la antigiiedad, cuando los seres humanos observaron que algunos procesos, como
la fermentaciéon y la descomposicion, ocurrian sin la intervencién directa de
organismos visibles. Sin embargo, fue en el siglo XVII cuando el holandés Antonie
van Leeuwenhoek, considerado el padre de la microbiologia, hizo las primeras
observaciones detalladas de microorganismos utilizando un microscopio
rudimentario de su propia invencién [3]. Leeuwenhoek describi6 con precision la
morfologia de bacterias y protozoos, lo que marco el comienzo de la microbiologia
como una disciplina cientifica [1].

A'lo largo del siglo XIX, la microbiologia experiment6é un notable avance
gracias a las contribuciones de diversos cientificos. Louis Pasteur, un quimico y
microbidlogo francés, es conocido por sus investigaciones sobre la fermentaciéon
y la pasteurizacion, asi como por el desarrollo de vacunas contra enfermedades
infecciosas, como la rabia [3]. Sus experimentos refutaron la teoria de la
generacion espontdnea y demostraron que los microorganismos eran
responsables de la descomposicion y la fermentacion [4].

Otro cientifico destacado de este periodo es Robert Koch, un médico
aleman que desarroll6 los postulados de Koch, una serie de criterios utilizados
para establecer la relacién causal entre un microorganismo y una enfermedad [4].
Koch descubri6 los agentes causales de enfermedades como la tuberculosis y el
cblera, lo que sento las bases para el desarrollo de la bacteriologia [2].

En el siglo XX, la microbiologia se diversificd en varias ramas, como la
virologia, la inmunologia y la genética microbiana [5]. La invencion del
microscopio electronico permitio a los cientificos estudiar los microorganismos
con mayor detalle, lo que llevo al descubrimiento de estructuras celulares y
procesos bioquimicos fundamentales [1]. La biotecnologia y la ingenieria genética

también surgieron como campos de estudio, permitiendo la manipulacién de
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microorganismos para producir medicamentos, vacunas y otros productos
biotecnologicos [4].

La microbiologia continta evolucionando en el siglo XXI, con el desarrollo
de técnicas moleculares y genémicas que permiten estudiar la diversidad y la
funcion de los microorganismos en diversos ecosistemas [5]. La microbiota
humana, por ejemplo, se ha convertido en un area de investigacién de gran
interés, ya que se ha descubierto que los microorganismos que habitan en nuestro

cuerpo desempenan un papel crucial en la salud y en la enfermedad [2].

Relacion entre Microbiologia y Biotecnologia

La microbiologia y la biotecnologia estan estrechamente relacionadas y se
complementan en muchos aspectos. La microbiologia proporciona el
conocimiento fundamental sobre los microorganismos, mientras que la
biotecnologia utiliza ese conocimiento para desarrollar aplicaciones practicas y

beneficiosas para la sociedad.

Descubrimiento y Caracterizacion de Microorganismos

La microbiologia ha avanzado significativamente en la identificaciéon y
caracterizacion de microorganismos, especialmente gracias a las tecnologias de
secuenciacion de ADN de ultima generacion. Estas técnicas permiten a los
cientificos secuenciar y analizar el genoma completo de microorganismos,
identificando nuevas especies y comprendiendo mejor su diversidad genética. Por
ejemplo, la secuenciacibon metagenomica ha revelado la existencia de
microorganismos previamente desconocidos en ambientes extremos como las
profundidades oceanicas, los géiseres y las regiones polares.

Estos organismos extremofilos poseen propiedades tinicas que pueden ser
utiles en la biotecnologia, como enzimas estables a altas temperaturas o
presiones. Ademas, el estudio del microbioma humano ha mostrado como los
microorganismos que habitan en nuestro cuerpo influyen en nuestra salud y
bienestar. La microbiologia proporciona las herramientas para identificar y
caracterizar estos microorganismos, lo que es fundamental para el desarrollo de

nuevas terapias y diagnosticos [1], [2].
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Ingenieria Genética en Biotecnologia

La ingenieria genética ha revolucionado la biotecnologia al permitir la
manipulacion precisa del ADN de los microorganismos. Mediante técnicas como
la edicion génica con CRISPR-Cas9, los cientificos pueden introducir, eliminar o
modificar genes en microorganismos para conferirles nuevas capacidades o
mejorar sus caracteristicas. Por ejemplo, se han desarrollado bacterias capaces
de producir insulina humana, lo que ha revolucionado el tratamiento de la
diabetes.

Ademés, la ingenieria genética permite la creacion de microorganismos
que pueden degradar compuestos toxicos, producir biocombustibles o sintetizar
compuestos farmacéuticos. Estos avances han sido posibles gracias a la
comprension profunda de la biologia de los microorganismos, proporcionada por
la microbiologia. La ingenieria genética también ha permitido la creaciéon de
cultivos transgénicos que son resistentes a plagas, enfermedades y condiciones
ambientales adversas, lo que ha tenido un impacto significativo en la agricultura

y la seguridad alimentaria [1], [3].

Produccion de Bioproductos

Los bioproductos son materiales, quimicos y energia derivados de recursos
biolégicos renovables. En la biotecnologia, los microorganismos se utilizan para
producir una amplia variedad de bioproductos, como bioplasticos, bioetanol,
biocosméticos y biofertilizantes. Estos productos son mas sostenibles y menos
contaminantes que sus contrapartes petroquimicas. Por ejemplo, las bacterias y
las levaduras pueden fermentarse para producir bioetanol, un combustible
renovable que puede mezclarse con la gasolina para reducir las emisiones de
gases de efecto invernadero.

La microbiologia proporciona el conocimiento necesario para optimizar el
crecimiento y la produccion de estos microorganismos en condiciones
controladas. Ademas, se han desarrollado microorganismos modificados
genéticamente que pueden producir bioplasticos a partir de residuos agricolas, lo
que reduce la dependencia de los plasticos derivados del petréleo y contribuye a

la economia circular [2], [4].

Paginad 1



Biorremediaciéon

La biorremediacion es una técnica que utiliza microorganismos para
limpiar ambientes contaminados, como suelos y aguas afectados por
hidrocarburos, metales pesados y pesticidas. Los microorganismos descomponen
estos contaminantes en compuestos menos toxicos o los transforman en formas
no peligrosas. Esta técnica es una alternativa ecolégica y eficiente a los métodos
de limpieza convencionales, que a menudo son costosos y generan residuos
toxicos. La microbiologia es fundamental para la biorremediacién, ya que permite
identificar y caracterizar los microorganismos adecuados para cada tipo de
contaminante y optimizar las condiciones para su crecimiento y actividad.

Por ejemplo, las bacterias del género Pseudomonas son conocidas por su
capacidad para degradar hidrocarburos, y se han utilizado con éxito en la limpieza
de derrames de petréleo. Ademas, la biorremediacion se aplica en la recuperaciéon
de areas mineras, donde los microorganismos pueden inmovilizar metales

pesados y prevenir su dispersion en el medio ambiente [2], [4].

Estudio de la Microbiota

El microbiota se refiere a la comunidad de microorganismos que habitan
en diferentes paNature, cuerpo humano, como el intestino, la piel y la boca. Estos
microorganismos juegan un papel crucial en la digestion, la inmunidad y la
regulacion del metabolismo. El estudio del microbiota ha revelado su importancia
en la salud y la enfermedad. Por ejemplo, el microbiota intestinal se ha asociado
con enfermedades cronicas como la obesidad, la diabetes y las enfermedades
inflamatorias del intestino.

La investigacion sobre el microbiota también ha llevado de terapias
basadas en la modulacion de estos microorganismos, como los probio6ticos y los
trasplantes de microbiota fecal, que se utilizan para tratar infecciones intestinales
y otras afecciones. La microbiologia proporciona las herramientas necesarias
para analizar y comprender la composicion y funciéon del microbiota, lo que es

fundamental para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas y preventivas [1],

[4].
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Biotecnologia Ambiental y Agricultura

La biotecnologia tiene aplicaciones significativas en la agricultura y el
medio ambiente. En la agricultura, se utilizan microorganismos para mejorar la
fertilidad del suelo, promover el crecimiento de las plantas y proteger los cultivos
contra plagas y enfermedades. Por ejemplo, las bacterias fijadoras de nitrogeno,
como las del género Rhizobium, forman simbiosis con las plantas leguminosas y
convierten el nitrégeno atmosférico en una forma utilizable por las plantas,
reduciendo la necesidad de fertilizantes quimicos.

La biotecnologia también ha desarrollado cultivos genéticamente
modificados que son resistentes a insectos, enfermedades y condiciones
ambientales adversas, lo que mejora la productividad agricola y la seguridad
alimentaria. Ademas, la biotecnologia ambiental utiliza microorganismos para el
tratamiento de aguas residuales, la degradaciéon de contaminantes y la
recuperacion de ecosistemas degradados. Estos avances contribuyen a la

sostenibilidad y la conservacién del medio ambiente [1], [4].

Practica 1. Microbiologia del suelo

El suelo se considera como la parte mas externa de corteza terrestre que
tiene su dinamica por efectos atmosféricos, seres vivos y es el soporte de la
vegetacion, los microorganismos son una parte de interés de este componente
quienes influyen sobre la meteorizacion bioldgica. La presente practica desarrolla
el estudio de la bacteriologia del suelo, el estudio micolégico del suelo y el papel
de estos sobre la calidad y salud del suelo. De igual manera se toma en cuenta la
importancia de los protozoarios y microalgas del suelo y su importancia como
agentes de interés para el suelo.

El suelo es un ambiente diverso de poblaciones microbianas con diversos
representantes fisiol6gicos que varian desde la superficie a estratos mas
profundos, de igual manera como varia las caracteristicas quimicas, fisicas y
biolégicas del suelo son equivalentes a la presencia, diversidad y crecimiento de
los microorganismos.

Las comunidades microbianas del suelo tienen una estrecha relacion con
la fertilidad del mismo y estos son elementos claves en los ciclos biogeoquimicos
es por ello que los microorganismos son de interés para ser aplicados en el

ambiente como agentes restauradores. Es por esto que es necesario aplicaciones
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ambientales e industriales. Por lo que existe la necesidad de conocer, enumerary
aislar los miembros principales y menores de la comunidad microbiana en suelos.

La microbiologia de suelos es una disciplina que se encarga del estudio de
los microorganismos en namero y clase en este componente, asi como también
de los efectos que estos sobre el ambiente del suelo y desarrollo vegetal. Posee
una gran importancia, ya que contribuye a la solucion de problemas de baja
fertilidad de los suelos, la salinidad, la acidez, la contaminaciéon con metales
pesados, y compuestos inorganicos que son problemas abiéticos, puesto que los
microorganismos pueden ser usados para remediar esos problemas, de igual
manera el conocimiento de los microorganismos en el suelo permiten la solucion
de problemas bioticos relacionados con la salud del suelo, la cual se relaciona a
su vez con factores como la fertilizacion, el riego, el uso de pesticidas, el vertido o
uso de hidrocarburos, los monocultivos y la preparacién del terreno en bisqueda
de un equilibrio dinaAmico es estos espacios.

Los microorganismos del suelo son vitales para la salud del mismo puesto
que participan en una serie de procesos de interés como la mineralizacion la cual
puede ser promovida por bacterias, la inmovilizacion que puede ser llevada por
hongos como los hongos micorrizicos.

El suelo es definido segtin la Sociedad Americana de la Ciencia del Suelo
(1984), como un material mineral no consolidado en la superficie de la tierra, el
cual esta y ha estado sometido a los efectos de factores genéticos y ambientales
(material parental, clima, macro y microorganismos y topografia), los cuales ha
actuado durante un tiempo determinado. Se considera como un cuerpo natural
donde existen diversas interacciones dinamicas con la atmoésfera. Ademas de
influir en el clima y en el ciclo hidrologico de planeta, es un medio natural para el
crecimiento de los microorganismos y otros seres vivos y juega un papel de suma
importancia ya que se considera como un reactor donde se descompone la

materia la cual es transformada y reciclada [5].

Fundamentos
La microbiologia del suelo estudia los microorganismos presentes en los
ecosistemas edaficos y su papel en los ciclos biogeoquimicos, la fertilidad del

suelo y la degradacion de compuestos organicos e inorganicos. La practica de
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microbiologia del suelo es fundamental para comprender la biodiversidad

microbiana y su impacto en la agricultura, el medio ambiente y la biotecnologia.

Principios Fundamentales

1.

Diversidad Microbiana del Suelo

El suelo alberga bacterias, hongos, actinomicetos, protozoos y arqueas, que

desempefian funciones esenciales en la transformacion de nutrientes y la

estabilidad del ecosistema.

2.

3.

Ciclos Biogeoquimicos
Los microorganismos del suelo participan en el ciclo del carbono, nitrégeno,
fésforo y azufre, facilitando la disponibilidad de nutrientes para las plantas y
la descomposicion de materia organica.
Interaccidon Microbiana y Fertilidad del Suelo
Microorganismos como Rhizobium y Azospirillum fijan nitrégeno, mientras
que los hongos micorricicos facilitan la absorcion de agua y nutrientes por las
raices de las plantas.
Impacto en la Agricultura y el Medio Ambiente
Los microorganismos del suelo pueden mejorar el crecimiento de cultivos,
degradar contaminantes (biorremediacion) y ayudar en el control biologico de
plagas y enfermedades.
Técnicas de Estudio Microbiologico del Suelo
Se utilizan métodos de cultivo selectivo, conteo de colonias, aislamiento de
microorganismos y andlisis de actividad enzimética para evaluar la calidad
microbiolégica del suelo.

Objetivo

Aplicar métodos para el aislamiento e identificacién cuantitativa y

cualitativa de microorganismos del suelo.

Preparacion previa

Antes de realizar una practica en el laboratorio de microbiologia, es

fundamental tener en cuenta las siguientes instrucciones:

Contar con conocimientos basicos sobre el manejo de muestras, material de

vidrio y equipos a usar.
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Cumplir con las normas de seguridad, como el uso de bata exclusivamente
dentro del laboratorio, abstenerse de comer, beber, masticar chicle.

Mantener la limpieza constante de la mesa de trabajo.

Conocer la ubicaciéon y uso de los equipos de seguridad tales como: manta,
extinguidores, botiquin de primeros auxilios, etc. De igual forma, deberan
conocer la ubicacion de las salidas de emergencia y escaleras.

Debera rotular e identificar debidamente todos los materiales o cultivos que
utilice en los laboratorios.

Se prohibe la manipulacion de equipos (autoclaves, cabinas de bioseguridad,

etc.) sin la debida autorizacion.

Procedimiento
Muestreo del Suelo para analisis microbiolégico

El muestreo microbioldgico del suelo se desarrolla con el fin de conocer la
diversidad microbiana de este componente para ello se aplicara en este caso el
método estandar propuesto por la FAO, el cual consiste en la toma de una

muestra superficial.

Materiales y Equipos:
Bolsas plasticas nuevas o estériles
Pala de jardineria
Alcohol isopropilico
Soluci6on desinfectante
Etiqueta para la Informacién de la muestra

Cinta Plastica adhesiva

Procedimiento
Escoja un espacio y establezca un cuadrante de3mts o de 5mts para ello utilice
una cinta métrica.
Marque en el suelo los cuatro puntos del cuadrante y el centro de este.
Esterilice una pala con alcohol y soluciéon desinfectante, y deje secaral aire,

coloquese guantes para siguiente procedimiento.
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Excave en cada punto aproximadamente de 20-30cm de la superficie, en caso
de existir piedras o material organico como hojas o restos de plantas retire esto
de la superficie o la zona donde escaba.

Voltee la bolsa para tomar la muestra en introduzca la mano dentro de la bolsa
y recoja la muestra aproximadamente 200gr sin tocarla, de la misma manera
voltee la bolsa, ciérrela, rotilela y coloquele una etiqueta respectiva.

Refrigere la muestra para ser tartaleada al laboratorio a una temperatura de
20 °C aproximadamente.

Una vez trasladada la muestra al laboratorio, puede guardar en refrigeracion

(nevera) o proceder a su procesamiento.

Preparacion de una muestra de suelo para analisis microbiol6gicos
Tome cada una de las muestras de cada estacion de muestreo e intégrelas para
ello utilice una bolsa estéril y coloque las muestras 1,2,3, 4, 5 en una bolsa y
mezcle su contenido de forma vigorosa por 5min.

Con una espatula estéril tome usted puede tomar 10gr - 100gr para diluir en
500ml, 1000ml los gramos y volimenes son de escogencia de lo que se desee
evaluar, asi como la fertilidad observable del suelo. Un suelo muy fértil es
mejor evaluar con una pequefia cantidad de este diluida en un volumen
considerable debido a la gran cantidad de microorganismos que es posible
encontrar, mientras que un suelo que se ha observado como poco fértil se
sugiere tomar alicuotas grandes en pequefios volimenes con el fin de
recuperar mayor cantidad de microorganismos debido a si escasez de estos.

Si la muestra proviene de un suelo contaminado en donde no se observa
fertilidad y no goza de buena salud. Se sugiere enriquecer la muestra,
colocando la muestra previamente en agua peptonada.

Evaluacion Directa

Procedimiento 1: Extension con espatula de Digralsky

Tome una muestra en volumen de 0,5 ml previamente preparada para el
analisis microbiol6gico en inocilela en una placa de Petri. Si previamente se
conoce que la muestra posee una alta diversidad microbiana solo coloque una
gota en el centro de la placa bien sea con una micropipeta o con pipeta Pasteur

previamente estériles.
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Extienda la muestra con espatula Digralsky colocando el volumen en el

centro de la placa y extendiéndola con la técnica correspondiente.

Procedimiento 2: Inoculacion con Asa de Platino
A partir de la muestra previamente prepara para el analisis microbiologico
tome un asa de platino e inocule una muestra aplicando el método de zig-zag y

triple estria con agotamiento del inoculo.

Evaluacion de la diversidad microbiana de bacterias heterotréficas y

hongos miceliales en el suelo

e Evaluacion por el Método de Dilucion en diversas Placas
Fundamento: El método de dilucion en placa se fundamenta en que cualquier
célula viable inoculada en un medio de cultivo se multiplica y produce datos de
facil identificacién, como la formacion de colonias en placas de agar. Este método
consiste en la preparacion de una serie de diluciones de una muestra de suelo en
un diluyente apropiado, esparciendo una alicuota de una dilucion sobre la
superficie de un medio de cultivo s6lido e incubando la placa de agar bajo
condiciones ambientales apropiadas.

La dilucion debe permitir generar colonias separadas, cada colonia puede
proceder de una sola célula o de una agrupacion (unidad viable), la cual se contara
como una bacteria. Bajo este fundamento, estas placas pueden ser usadas no sélo
para el conteo de poblaciones microbianas, sino también para el aislamiento de
organismos. Un medio selectivo o no selectivo puede ser usado dependiendo de

la naturaleza del microorganismo que se desea contar o aislar (Ramirez et al.,

1992).
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Figura 1
Esquema de dilucion seriada

iml imi iml iml iml iml 1ml iml 1ml lml
ey = 'q o = n» . Y ccromme o emmmtrs, V cccme ‘
*l - -5 -6 -7 -
|
9gml 9mi 9 H E‘ I
j Im O9m Iml| \J‘ 9 U 9m

J o4
@@@@@@@@@@

e Realice diluciones seriadas con solucién de NaCL al 0.9% a partir de la muestra
previamente preparada a partir de un inoculo de 1ml.

e Posterior mente inocule 0,5 ml de la muestra en diversas placas de Petri
Previamente Preparadas con Agar Nutritivo para el crecimiento de bacterias y
Agar Sabouraud o PDA para evaluar el crecimiento de hongos.

e Incube las placas a 37 °C durante 24 horas para bacterias y 3-5 dias para los

hongos.

Evaluacion por el Método de Dilucion en Placas divididas

Figura 2
Distribucién de diluciones seriadas en cajas Petri

B &

e Realice diluciones seriadas con solucién de NaCL al 0.9% a partir de la muestra
previamente preparada a partir de un inoculo de 1ml.

e Tome 2 placas de agar nutritivo y agar sabouraud o PDA y dividala sen 5 partes.
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Posterior mente inocule 0,5 ml de la muestra en las placas de Petri
previamente preparadas con Agar Nutritivo para el crecimiento de bacterias y
Agar Sabouraud o PDA para evaluar el crecimiento de hongos.

Incube las placas a 37 °C durante 24 horas para bacterias y 3-5 dias para los

hongos.

Cualificacion de las caracteristicas en Placa (Aislamiento e
Identificacion)

En caso de existir mas de una cepa con caracteristicas bien diferenciadas
en una placa proceda a aislar sembrando en una nueva respectivamente en agar
con medio basal bacterias y agar Czapek-Dox para hongos, logrando el
aislamiento con un asa de platino en incubando a 24h para bacterias y 3-5 dias
para hongos a 37 °C.

Para cualificar los crecimientos en las placas de Petri, tome una placa y
coloquela en un fondo negro o blanco. Sobre este coloque una regla o un objeto
con escala o tamafo conocido y tome una foto.

Identifique si el crecimiento caracteristico es de hongos o bacterias y determine
las caracteristicas de cada crecimiento indicando, el borde, la elevacion, la forma
y el tamano.

Realice un cuadro como indica el siguiente ejemplo:

Estacion Cepo Micromorfologio Macromorfologia
Color Forma Borde Eevacion
| A1236484  Aspergillus sp Blancce Redonda Entero Elevado
2 H&326353  Aspergillus niger  Blanco Redonda Entero Elevado

Para poder identificar las caracteristicas microscopicas de las bacterias
realice una tincién de Gram.
Para identificar las caracteristicas microscopicas de los hongos proceda a realizar

un cultivo en cdmara hiimeda o cultivo de Riddell.

Cuantificacion de microorganismos del suelo
Contar el nimero de colonias y reportar como unidades formadoras de
colonias (UFC)/ g de suelo seco.

Contar solo aquellas cajas (diluciones) que contengan de 30 a 300colonias.
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Con la siguiente ecuacién calcular las UFC/g s.s.

UFC/g s.s. = (NC * 1/FD * 1/ V) / (P * FH).

Donde:

UFC/ g s. s. = unidades formadoras de colonias / g de suelo seco.

NC= numero de colonias en una caja.

FD = factor de dilucién que corresponde a la dilucién de donde se tom¢ la
muestra con la que se inocula la caja (10-2 a 10-10).

V= volumen inoculado en la caja = 0.1 ml.

P = peso de la muestra himeda = 1 g.

FH = factor de correccién de humedad (1-(%humedad/100)).

Resultados de aprendizaje
La realizacion de la practica de la Microbiologia del suelo permite lograr
varios resultados de aprendizaje significativos:
Conocer la diversidad microbiana mediante el muestreo microbiologico.
Conocer la preparacion de una muestra de suelo para analisis microbiolégicos
Aprender la evaluacion directa por extension con espatula de Digralsky
Comprender la evaluacion directa por inoculaciéon con asa de Platino.
Identificar el método de dilucién en diversas placas para la evaluaciéon de la
diversidad microbiana de bacterias heterotroficas y hongos miceliales en el
suelo.
Comprender la utilizacion de medios diferenciales para el cultivo de

microorganismos propios del suelo.

Normas de seguridad
Para permitir la seguridad de los alumnos que realizan la practica descrita,
se deben seguir las siguientes normas:

No comer, tomar bebidas, fumar, ni mascar chicle.

e No correr ni empujarse dentro del laboratorio de computacion.

e No cepillarse el cabello ni aplicarse maquillaje.

e Mantener un entorno de trabajo tranquilo y libre de distracciones durante la

practica virtual.
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Asegurarse de tener acceso estable a Internet para evitar interrupciones
durante la practica.

Iniciar sesion en la plataforma virtual designada para la practica utilizando tus
credenciales proporcionadas por el docente.

Participar activamente en todas las actividades virtuales, incluyendo
discusiones, simulaciones y ejercicios practicos.

No realizar actividades no éticas, como la manipulacion indebida de datos o la
copia de trabajos de otros estudiantes.

Manejar los datos genéticos de manera confidencial y respeta la privacidad de
la informacio6n.

No descargar, compartir o utilizar datos de manera no autorizada.

No intentar acceder a informacién no relacionada con la préctica virtual.
Informar al docente de comportamientos sospechosos o problemas de
seguridad.

Cumplir con los plazos asignados para la entrega de tareas y actividades.

Al terminar la practica, desconectarse completamente de la plataforma y cerrar
todas las aplicaciones relacionadas.

Limpiar el espacio de trabajo antes y después de utilizarlo.

No obstruir el paso entre las mesas, ni las salidas del laboratorio de

computacién

Cuestionario

¢Qué papel juegan los microorganismos en la formacion y estructura del suelo?
Describe el mecanismo correcto para realizar un muestreo de suelo para un
analisis microbioldgico.

¢A qué hace referencia el método de dilucion en placa?

¢Cual es la diferencia entre el método de siembra por inoculacion con asa de

platino y el método de dilucion en diversas placas?

Practica 2. Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

(antibiogramas)
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Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana, comtinmente conocidas como
antibiogramas, son técnicas microbiologicas esenciales en el ambito de la salud.
Su principal objetivo es evaluar la efectividad de diferentes antibitticos frente a
bacterias patdgenas. Estas pruebas son fundamentales para determinar qué
antibiotico es mas adecuado para tratar una infeccion especifica, lo que ayuda a
guiar la terapia antimicrobiana y a prevenir la resistencia bacteriana [1], [2].
Existen varios métodos para realizar pruebas de sensibilidad antimicrobiana,

entre los cuales se destacan:

Método de Difusion en Disco (Kirby-Bauer): Este método consiste en
colocar discos impregnados con diferentes antibioticos sobre una placa de agar
inoculada con la bacteria de interés. Después de un periodo de incubacién, se
observa la zona de inhibicion alrededor de cada disco, la cual indica la efectividad
del antibidtico. Este método es sencillo y ampliamente utilizado en laboratorios
clinicos [3].

Método de Dilucion en Caldo: En este método, se preparan diluciones
seriadas del antibidtico en caldo de cultivo y se aflade una cantidad fija de la
bacteria. Después de la incubacion, se determina la Concentracién Minima
Inhibitoria (CMI), que es la menor concentracion de antibi6tico que inhibe el
crecimiento visible de la bacteria [4].

Método de Diluciéon en Agar: Similar al método de dilucion en caldo, este
método utiliza placas de agar con concentraciones crecientes de antibiotico. La
bacteria se inocula en la superficie del agar y, tras la incubacién, se observa el
crecimiento bacteriano para determinar la CMI [5].

Etest (Epsilometria): Este método combina aspectos de los métodos de
difusion y dilucion. Se utiliza una tira de plastico impregnada con un gradiente
de concentracion del antibidtico. La tira se coloca sobre una placa de agar
inoculada con la bacteria y, tras la incubacion, se observa una elipse de inhibici6on
que intersecta la tira en la CI [6].

Métodos Automatizados: Existen sistemas automatizados, como el VITEK y
el MicroScan, que permiten realizar pruebas de sensibilidad antimicrobiana de
manera rapida y eficiente. Estos sistemas utilizan tarjetas o paneles con
diferentes concentraciones de antibi6ticos y proporcionan resultados precisos en

poco tiempo [7].
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Importancia de las Pruebas de Sensibilidad Antimicrobiana: Las
pruebas de sensibilidad antimicrobiana son cruciales para el manejo adecuado de
las infecciones bacterianas. Proporcionan informacién valiosa sobre la eficacia de
los antibio6ticos y permiten seleccionar el tratamiento més adecuado para el
paciente. Ademas, estas pruebas ayudan a monitorizar la aparicién de cepas
bacterianas resistentes y a orientar las politicas de uso racional de antibi6ticos,

contribuyendo asi a la lucha contra la resistencia antimicrobiana [8].

Aplicaciones Clinicas y Biotecnologicas
Permiten elegir el antibiotico adecuado para infecciones en humanos y
animales.
Se utilizan en investigacion y desarrollo de nuevos antimicrobianos.
Son clave en la industria farmacéutica y en la produccién de antibi6ticos en

biotecnologia.

Fundamentos

La resistencia de las bacterias es el principal obstaculo para la eficacia
terapéutica de los antibioticos, pues no solo puede anular la accion curativa si se
manifiesta en el curso del tratamiento, sino que tiene a la larga consecuencias
todavia més graves para el conjunto de la poblacion, ya que provoca la
desaparicion de las cepas susceptibles y la propagacion de las resistentes. Ese es
el motivo por el cual la determinacién de la sensibilidad de las bacterias a los
antibio6ticos ha adquirido tanta importancia y sea indispensable para hacer de los
antibioticos un uso racional y para preservar la eficacia de este grupo tan valioso
de agentes terapéuticos [1].

El conocimiento de la sensibilidad a los antibi6ticos del microorganismo
causante de una enfermedad no es solo importante para hacer la seleccion inicial
del agente terapéutico correspondiente, sino que, ademaés, en aquellos casos en
los cuales el paciente presenta intolerancia a determinado farmaco, permite
seleccionar el més adecuado para ese paciente en particular [2].

Los antibiogramas son métodos in vitro que determinan la susceptibilidad
de los microorganismos a una variedad de agentes antimicrobianos bajo
condiciones de laboratorio especificas y estandarizadas [3]. La meta principal del

estudio de susceptibilidad es proveer al clinico algunas recomendaciones sobre la

paginad4



terapia que puede ser méas apropiada en pacientes con una infeccién especifica.
No obstante, la correlacion exacta entre los resultados in vitro y la respuesta
clinica es muchas veces dificil de predecir, ya que existen numerosos factores que
influencian la interaccion de los agentes antimicrobianos y los microorganismos

en un determinado paciente [4].

Entre los factores podemos resaltar:

Factores del agente antimicrobiano:
e Farmacocinética
e Union a proteinas del plasma
e Vias de administracion
e Accion bacteriostatica
e Bactericida

e Concentracion en el sitio de la infeccion

Factores del huésped:
e Enfermedad
e Estado inmunolbgico
e Formacion de absceso
e Presencia de cuerpo extrano
¢ Funcion renal y hepatica

e Cumplimiento del tratamiento

Factores del microorganismo:
e Virulencia
e Alta concentracion de microorganismos
e Infeccion mixta

e Desarrollo de resistencia durante el tratamiento

La metodologia usada para realizar el antibiograma toma en consideracion
algunos de estos factores para determinar mas eficientemente cémo un

microorganismo podria responder in vivo a un determinado antibiético [5].
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Existen diversos métodos para determinar la sensibilidad bacteriana a los
antibioticos, presentando ademas cada uno de estos métodos, miltiples
variantes.

Cualquiera que sea el método seleccionado, el medio de cultivo a emplear
ha de ser aquel que permita un buen desarrollo del microorganismo cuya
sensibilidad se determina y ademas no debe ejercer ningtin efecto inhibidor sobre
la actividad antibacteriana de los antibidticos o quimioterapicos ensayados [6].
Usualmente se utiliza el agar de Mueller-Hinton en las pruebas de sensibilidad
de microorganismos aerdbicos de rapido crecimiento [7]. Cuando se trata de
estreptococos u otros microorganismos exigentes, se le afiade al Mueller-Hinton,
5% de sangre desfibrinada [8]. De los métodos existentes, el mas popular es el del
disco de papel. La variante mas utilizada de este método es la de Kirby Bauer, la
cual consiste en utilizar una sola concentraciéon de antibi6tico y medir el tamafio

de la zona de inhibicién [9].

Objetivo
Realizar un ensayo de sensibilidad de un cultivo bacteriano a los
antibio6ticos, usando el método de Kirby Bauer. Interpretar los resultados y hacer

el informe correspondiente.

Preparacion previa
Antes de realizar una practica en el laboratorio de microbiologia, es
fundamental tener en cuenta las siguientes instrucciones:
Contar con conocimientos basicos sobre el manejo de muestras, material de
vidrio y equipos a usar.
Cumplir con las normas de seguridad, como el uso de bata exclusivamente
dentro del laboratorio, abstenerse de comer, beber, masticar chicle.
Mantener la limpieza constante de la mesa de trabajo.
Conocer la ubicacion y uso de los equipos de seguridad tales como: manta,
extinguidores, botiquin de primeros auxilios, etc. De igual forma, deberan
conocer la ubicacion de las salidas de emergencia y escaleras.
Debera rotular e identificar debidamente todos los materiales o cultivos que

utilice en los laboratorios.
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e Se prohibe la manipulacién de equipos (autoclaves, cabinas de bioseguridad,

ete.) sin la debida autorizacion.

Procedimiento

En el método de Kirby Bauer, el microorganismo es inoculado en la
superficie de una placa de agar, sobre el cual se colocan discos impregnados con
una concentracion conocida del antibiotico. Las placas se incuban por 16-18 horas
a 35- 37°C. Durante la incubacion, el antibidtico difunde radialmente desde el
disco a través del agar, por lo que su concentraciéon va disminuyendo a medida
que se aleja del disco.

En un punto determinado, la concentracion del antibiético en el medio es
incapaz de inhibir al germen en estudio. El diAmetro del area de inhibiciéon
alrededor del disco puede ser convertido a las categorias de sensible, intermedio
o resistente (S, I, o R) de acuerdo con tablas publicadas por los organismos
encargados del control de tales métodos, por ejemplo, el Comité Nacional de
Estandar de Laboratorios Clinicos de los Estados Unidos de Norteamérica

(National Committee for Clinical Laboratories Standards).

Para obtener resultados confiables y reproducibles mediante este método,
es imprescindible seguir fielmente las instrucciones que daremos a continuacién:

1. Funda el medio de cultivo y déjelo enfriar a 45-50°C.

2. Vierta asépticamente suficiente cantidad de medio de cultivo en una placa de
Petri, para obtener una capa de 4 mm de espesor. Para una placa de 10 cm. de
diametro se requieren 30 mL de medio y para una de 15 cm se requieren 70
mL.

3. Dejesolidificar el medio de cultivo y luego seque las placas durante 30 minutos
antes de usarlas para la inoculacién.

4. Inocule la placa mediante un hisopo estéril utilizando una suspension del
germen de 18 a 24 horas de incubacion con una turbidez equivalente a 1,5 x
106 bacterias (Equivale al tubo No. 5 de la escala de Mc Farland). Para la
inoculacion sumerja un hisopo estéril en el cultivo y elimine el exceso
rotandolo firmemente contra la pared interna del tubo. Frote el hisopo sobre

la superficie del medio de cultivo.
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5. Repita esta operacion por tres veces sucesivas, rotando la placa para obtener
una dispersion uniforme del in6culo en toda la superficie.

6. Coloque la tapa a la placa y deje secar el indculo por 3 a 5 minutos.

7. Coloque los discos con los antibidticos sobre el agar mediante pinzas estériles
o usando un aplicador de discos. Oprima los discos suavemente con una pinza
para asegurar un buen contacto con el medio de cultivo. Los discos deben estar
espaciados de manera que su distancia a la pared de la placa sea de 15 mm y
entre ellos de 30 mm.

8. Incube a 35 — 37°C hasta el siguiente dia (aproximadamente 18-19 horas). Si
se requieren los resultados con rapidez se pueden leer las zonas de inhibici6on
después de 6-8 horas de incubacién, pero estos resultados deben ser
confirmados mediante una nueva lectura después de la incubacion por las 18 -
19 horas.

9. La medida del diAmetro de la zona de inhibicién se hace preferentemente
desde el exterior de la placa, sin quitar la tapa, esto puede hacerse con una
regla milimetrada, un vernier o cualquier otro Instrumento similar.

10. Los resultados se interpretan de acuerdo con la tabla 1.

11. Ensayos de control con microorganismos cuya sensibilidad se conoce, tales
como el Staphyloccccus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922,
deben ser efectuados simultdneamente con el de los gérmenes en estudio y las
zonas de inhibicion obtenidas con ellos deben estar comprendidas entre los

valores indicados en la tabla 2.
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Tabla 1

Interpretaciéon del método de Kirby Bauer

) Didgmetro de B =zona de inhibicdn
Agente antimicrabiana L:nb!:lrﬁ:!d: = Erﬂr:::berm Iberresdio Sensible
<igm > o=
BETALACTAMICOS, PENICILINAS

BEmpoihna Enterobacteriaceae 10 pg 1% 14-16 17
pmpicilina Estafilococos 10 pg 2B --- i
pmpicilina Enterococos 10 pg 16 --- 17
PEmpicilina Estreptococes B hemcliticos 10 pg 1B 19-25 pi
Mezlociina Prerdomoras seruginosa 75 pg 15 --- 16
Meziociina Emterobacfeniaceas 75 pg 17 18-20 31
Ciwmcilina Estafilooooos 1 ag 1k 11-12 13
Dwaclina Meumocooms para evalusar sen- 1 53 . . 3
Elbdsdad a penicilina

Penicilina & Estafilococos 1 W 2B --- &4
Fenicilina Enterococos 10 W 14 --- 15
Fenicilina Estreptocooas & hemaliticos 1 W 15 20-2F &8
Fiperaciina Premdomonas acruginoss 10 pg ¥ --- 14
Fiperacilina Emterchactenzoeae 10 pg 1F 18-20 31

COMBIN. CON INHIBIDORES B-LACTAMAS
:;E:II:IIIF-& # Acido Clavuldnico Estafio- 20,10 pg 19 . )
PEmoxicibna / Enteroha clerfaceae H0/10 pg 1% 14-1F 18
pmpicilina f Sulbactama 10410 pg 11 12-14 15
::rm:l na § Tarabactama Enterobacte- 100/10 g 17 18-20 31
Fiperacihina |/ Prerdowmonas seruginoss 1000140 g 17 --- 18
Fiperacilina / Esfafilooocas meticilina S 100414 g ¥ --- 14
CEFALOSPORINAS

Cefador 30 pg 14 15-1F 14
Cefamclina 30 pg 14 15-1F 18
Cefepima 30 pg 14 15-1F 18
Cefinima 5 g 15 16-18 149
Cefoperazona 7S pg 15 16-20 21
Cefotaxima 30 pg 14 15-22 23
Cefoncitana 30 pg 14 15-17F 18
Ceftazicima 30 pg 14 15-1F 18
Ceftinoeima 30 pg 14 15-15 L
Ceftriaxona 30 pg 1% 14-20 P |
Cefuroocima sadica parenteral 30 pg 14 15-1% 18
Cefalatina 30 pg 14 15-1F 18
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CARBAPENEMS

imipenem 10 pg 13 14-15 16
M erapenem 10 pg 13 14-18 146
MOMOBACTAMAS
Bt e am 30 pg 15 16-21 ]
GLICOPEFTIDOS
leicoplanina 30 pg 1 11-13% 14
lancomicina Enterococos 30 pg 14 15-16 17
lancomicna Estafilocooos Al pg - 1%
AMINOGLUCOSIDGS
JAmicacing 30 pg 14 15-16 17
e ritamicina 10 pg 13 13-14 15
j ain amcina 30 pg 1% 14-17 18
Metiimicaina 30 pg 12 13-14 15
MACRALIDES
Az itromicing 15 pg 13 14-1¥ 14
I lmribramicina 15 pg 13 14-1% 18
Eribromicina 1% pg 1¥ 14-23 &3
TETRACICLINAS
Minociclina 30 pg 14 15-18 19
Tetraciclina 30 pg 14 15-18 15
QUINOLOMAS
Ciprofloxacina 5 pg 15 1&6-20 a1
leroxacina 5 |ag 1% 164-18 14
falidixico Acido 30 pg 13 14-18 19
Marfloxacina 10 pg 12 13-16 17
Cifloxaana 5 12 13-18 146
Trovafloxsana 10 pg 1% 14-16 17
OTROS ANTIMICROBLANOS
Cloranfenico 30 g 12 13-17 18
Clindamicina FRIT 14 15-20 a1
itrafurantoina B0 pg 14 15-16 17
Faliminina B o wu 4 g-11 12
Eifampicina 5 g 16 17-1% a0
5 ilfoin ami|das 300 pg 13 13-16 17
Tmmetoprima - Sufametoxazo 1.35/23.75 pg 10 11-15 16
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Tabla 2
Controles del método de Kirby Bauer

DIAMETRO DE LA ZONA DE INHIBICION
{2n mmj)

ANTIBIOTICO | CONCENTRACION CONM 5. aureus CON E. coli

DEL DISCO ATCC 25923 ATCC 25922
Ampicilina 10 pg 24-35 15-20
Bacitracina 10U 17-22 -
Cefalotina 30 pg 25-37 18-23
Cloramfenicol 30 pg 19-26 21-27
Colistina 10 pg - 11-15
Eritromicina 15 pg 22-30 8-14
Gentamicina 10 pg 19-27 19-26
Kanamicina 30 yg 19-26 17-25
Meticilina 5 Mg 17-22 -
MNeomicina 30 pg 18-26 17-23
MNovobiocina 30 pg 22-31 -
Oleandomicina 15 pg 19-28 -
Penicilina G 10U 26-37 -
Polimixina B aoou 7-13 12-16
Estreptomicina 10 pg 14-22 12-20
Tetraciclina 30 pg 19-28 18-25
Vancomicinag 30 pg 15-19 -

Resultados de aprendizaje
La realizacion de la practica de sensibilidad antimicrobiana permite lograr
varios resultados de aprendizaje significativos:
Conocimiento de la sensibilidad a los antibioticos del microorganismo
causante de una enfermedad.
Determinacién del fiarmaco mas adecuado para un microorganismo en
especifico.
Conocimiento cuantitativo de la concentracién minima inhibitoria (CMI) de
un antimicrobiano.

Aplicacion correcta del método de Kirby Bauer.

Normas de seguridad
Para permitir la seguridad de los alumnos que realizan las practicas aqui
descritas, se deben seguir las siguientes normas:
No comer, tomar bebidas, fumar, ni mascar chicle.
No correr ni empujarse dentro del laboratorio.
No cepillarse el cabello ni aplicarse maquillaje
Siempre usar bata cuando se permanezca en el laboratorio y guantes para el

desarrollo de actividades.
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Calzar zapatos cerrados y de suela antiderrapante.

Cuando se empleen los guantes, no tocar objetos de uso comun (interruptores,
manijas de puertas, teclados y mouse de la computadora, entre otros) ni partes
del cuerpo (cara o cabello).

No pipetear ninguna solucién con la boca.

No oler directamente, ni probar ninguna sustancia utilizada en el laboratorio.
Limpiar el espacio de trabajo antes y después de utilizarlo.

No obstruir el paso entre las mesas, ni las salidas del laboratorio.

No utilizar material de vidrio dafiado o astillado.

Manejar sustancias toxicas, irritantes, inflamables, cancerigenas o
mutagénicas en las areas destinadas para su uso y con la proteccion adecuada.
No dejar destapados los frascos que contengan sustancias quimicas o algiun
material estéril.

Respetar la asignacion de espacios y reactivos.

Al terminar de trabajar, guardar o entregar el material limpio y seco.

NOTA: Ante una situacion de urgencia dar aviso inmediatamente al docente a

cargo de la asignatura.

Cuestionario

¢Qué es la prueba de sensibilidad antimicrobiana y cuél es su objetivo
principal?

¢Cuales son los métodos comunes utilizados para realizar pruebas de
sensibilidad antimicrobiana?

¢Cuales son las interpretaciones posibles de los resultados de una prueba de
sensibilidad antimicrobiana?

¢Qué factores pueden influir en los resultados de una prueba de sensibilidad

antimicrobiana?
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CAPITULO III

Biotecnologia molecular

P
4



Introduccion

La biotecnologia molecular es una disciplina clave en la biologia moderna
que permite la manipulaciéon del ADN con fines cientificos, médicos, forenses e
industriales [1]. Su desarrollo ha llevado al disefo de técnicas altamente
especializadas, como la extraccion de ADN, la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) y la electroforesis en gel de agarosa, que son esenciales para el

estudio de los genes y su aplicacion en diferentes campos [2].

Extraccion de ADN: Historia, fundamentos y

aplicaciones

El aislamiento del ADN es una técnica esencial en biologia molecular que
ha evolucionado significativamente desde sus primeras aplicaciones [3].
Friedrich Miescher, un quimico suizo, fue el primero en aislar ADN en 1869 a
partir de globulos blancos extraidos de pus de vendajes quirtrgicos [4]. En su
experimento, Miescher descubrié una sustancia acida rica en fosforo a la que
Ilamo6 "nucleina", que mas tarde seria identificada como ADN [5].

Durante el siglo XX, con los avances en la comprension de la estructura del
ADN y su papel en la herencia genética, la extracciéon de esta molécula se convirtid
en un paso clave en la investigacion biologica [6]. Métodos clésicos, como la
precipitaciéon con etanol o isopropanol, fueron desarrollados en laboratorios de
investigacion y posteriormente optimizados en kits comerciales que garantizan
mayor pureza, rapidez y reproducibilidad [7].

Hoy en dia, la extraccién de ADN es una técnica de rutina en laboratorios
de biologia molecular, con aplicaciones en diagnoéstico clinico, biotecnologia,
estudios forenses y mejora genética en agricultura [8].

El ADN es una molécula altamente organizada que se encuentra dentro del
nucleo de las células eucariotas o dispersa en el citoplasma de las células
procariotas [9]. Su extracciéon implica la ruptura de las membranas celulares y
nucleares para liberar el material genético, seguido de su separacion de proteinas,

lipidos y otras moléculas celulares [10].
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El proceso de extraccion consta de tres fases principales:
Lisis celular: Se utilizan detergentes y agentes caotropicos para romper las
membranas celulares y nucleares. En bacterias, enzimas como la lisozima
ayudan a degradar la pared celular [11].
Purificaciéon: Se eliminan proteinas y contaminantes mediante tratamiento
con proteinasa K y sales caotropicas. En métodos avanzados, se emplean
columnas de silice para retener el ADN y eliminar impurezas [12].
Precipitacién y elucion: El ADN es precipitado con etanol o isopropanol,
centrifugado y disuelto en soluciones buffer como TE o agua libre de nucleasas.
La obtencion de ADN puro y de alta calidad es fundamental para numerosas
aplicaciones en biotecnologia molecular:
Diagnostico clinico: Identificacion de mutaciones genéticas y deteccion de
patogenos mediante PCR o secuenciacion.
Investigacion forense: Extraccion de ADN a partir de muestras biologicas en
escenas del crimen para identificacion de individuos.
Gendmica y transcriptémica: Secuenciacion de ADN para estudios evolutivos,
identificacion de especies y analisis de expresion génica.
Biotecnologia industrial: Aplicacion en ingenieria genética para la creaciéon de
organismos modificados genéticamente (OGMs).
Agricultura y veterinaria: Deteccidon de enfermedades en cultivos y animales

mediante analisis de ADN.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR):

Historia, fundamentos y aplicaciones

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) fue desarrollada en 1983
por Kary Mullis, un bioquimico estadounidense que revoluciond la biologia
molecular al crear una técnica capaz de amplificar millones de copias de un
fragmento de ADN en pocas horas [13]. Este descubrimiento le vali6 el Premio
Nobel de Quimica en 1993.

Antes de la PCR, la amplificaciéon de ADN era un proceso lento y laborioso

que requeria clonacion en bacterias. La PCR permiti6 una alternativa mas rapida
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y eficiente, posibilitando el avance en el diagnostico genético, la investigacion
biomédica y la identificacion forense [14].

La PCR es un método de amplificacion de ADN que imita el proceso de
replicacion celular, utilizando un ciclo térmico repetitivo en tres pasos
fundamentales:

Desnaturalizacion (94-98°C): La doble hélice de ADN se separa en dos cadenas
simples.

Alineamiento o hibridacion (50-65°C): Los cebadores (primers) se unen a
secuencias complementarias del ADN molde.

Extension (772°C): La Taq polimerasa, una ADN polimerasa termoestable,
sintetiza nuevas cadenas de ADN a partir de los primers.

Este ciclo se repite de 20 a 40 veces, generando una amplificacion
exponencial del fragmento de interés.

La PCR ha sido una de las técnicas mas influyentes en biologia molecular y ha
revolucionado multiples areas del conocimiento:

Medicina y diagndstico molecular:

Deteccion de enfermedades infecciosas (SARS-CoV-2, VIH, tuberculosis).

Diagnoéstico de enfermedades genéticas como fibrosis quistica y anemia

falciforme.

Genética forense:

Identificaciéon de individuos mediante huellas genéticas.

Analisis de ADN en casos criminales y pruebas de paternidad.

Investigacion biomédica y biotecnologia:

Secuenciacion de ADN y ARN.

Identificacién de mutaciones en cancer.

Agricultura y veterinaria:

Identificacién de plagas y enfermedades en cultivos.

Control de calidad en la produccion de alimentos.

Estos avances han permitido la creacion de nuevas estrategias terapéuticas

y de diagnostico basadas en la amplificacion de material genético.
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Electroforesis en Gel de Agarosa: Historia,

fundamentos y aplicaciones

La electroforesis en gel de agarosa fue desarrollada en la década de 1960
como una técnica para la separaciéon de macromoléculas, especialmente ADN y
ARN [15]. Su desarrollo permitié la visualizacion de fragmentos de ADN de
diferentes tamanos, facilitando el analisis de productos de PCR, enzimas de
restriccion y secuenciacion de ADN.

La electroforesis es una técnica basada en la migracion de moléculas
cargadas en un campo eléctrico. El ADN es una molécula negativamente cargada
debido a los grupos fosfato en su estructura, por lo que migra hacia el 4nodo
(carga positiva) cuando se somete a un voltaje eléctrico. El gel de agarosa actia
como una matriz porosa que separa los fragmentos de ADN segtin su tamaio:

Fragmentos pequeios migran mas rapido y recorren mayores distancias.
Fragmentos grandes se mueven mas lentamente y quedan retenidos en la
matriz del gel.

El ADN puede tenirse con colorantes como bromuro de etidio (EtBr) o Safe
View Classic, permitiendo su visualizacion bajo luz ultravioleta o LED, lo cual
puede ser usado para:

Validacion de productos de PCR.

Identificacién de fragmentos de restriccion en clonacion molecular.
Confirmacion de integridad del ADN antes de secuenciacion.

Diagnostico de enfermedades genéticas mediante anélisis de bandas de ADN.

Es asi como, gracias a las técnicas antes descritas, la biotecnologia
molecular ha avanzado significativamente en las dltimas décadas,
consoliddndose como una herramienta esencial en multiples disciplinas
cientificas. Por ello, en este capitulo se presentan dos practicas fundamentales en
biotecnologia molecular: extraccion de ADN y PCR con anélisis mediante
electroforesis en gel de agarosa. A través de estas practicas, los estudiantes
desarrollaran habilidades experimentales clave en el manejo de ADN,

fortaleciendo su formacion en biologia molecular aplicada
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Practica 1: Extraccion de ADN con Kit Comercial

Omega Bio — Tek.

Fundamentos

El objetivo de esta practica es obtener ADN bacteriano puro y de alta
calidad mediante el uso del Kit de Extraccion de ADN E.Z.N.A.® Bacterial DNA
Kit (Omega Bio-Tek). Se emplearan procesos de digestién enzimatica, lisis celular
y purificacién mediante centrifugacién para obtener ADN adecuado para su

posterior analisis por PCR y electroforesis.

Objetivo a alcanzar
Los estudiantes aprenderan a extraer ADN bacteriano, manejar reactivos
y equipos especializados, y evaluar la calidad del ADN extraido mediante

espectrofotometria.

Materiales y reactivos

Cultivo bacteriano en medio e Tampén BL (solubilizacion del

liquido LB (3 mL por muestra).
Tampon TE (Tris-EDTA) (100 uL
por muestra).

Lisozima (10 mg/mL) (10 pL por
muestra).

Tampo6n TL (lisis celular) (100 pL
por muestra).

Proteinasa K (20 mg/mL) (20 pL
por muestra).

RNasa A (10 mg/mL) (5 pL por

muestra).

ADN) (220 pL por muestra).
Tampon HBC (unién del ADN a la
membrana) (preparado con 25 mL
de isopropanol).

Tampo6n de lavado con etanol al
100%.

Microtubos estériles de 1.5 mL.
Pipetas automaéticas y puntas
estériles.

Centrifuga de alta velocidad

(capaz de alcanzar 13,000 X g).
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Procedimiento

Preparacion de reactivos
Antes de iniciar la extraccién, se debe preparar y verificar la correcta
dilucion de los tampones:
e Diluir el tampén HBC con 25 mL de isopropanol al 100% y mezclar
homogéneamente.
e Diluir el tampoén de lavado con etanol al 100% segun las indicaciones del kit.

e Disolver lisozima en tampon de elucion (1 mL) y almacenar a -20°C.

Pasos para extraccion del ADN bacteriano:

Centrifugacion del cultivo:

e Transferir 3 mL de cultivo bacteriano en medio LB obtenido previamente a un
microtubo estéril.

e Centrifugar a 4,000 x g por 10 minutos y descartar el sobrenadante.

e Resuspender el pellet bacteriano en 100 uL de tampén TE.

Digestion de la pared celular:
e Anadir 10 pL de lisozima y mezclar suavemente.

e Incubar a 37°C durante 10 minutos para degradar la pared celular.

Lisis celular:

e Afadir 100 pL de tampén TL y 20 pL de proteinasa K.

e Mezclar e incubar a 55°C por 1 hora con agitacion suave.

e Afadir 5 uL. de RNasa A, mezclar e incubar a temperatura ambiente por 5

minutos.

Purificaciéon del ADN:

e Centrifugar a 13,000 x g por 5 minutos y transferir el sobrenadante a un nuevo
tubo.

e Afnadir 220 pL de tampo6n BL, mezclar e incubar a 65°C por 10 minutos.

e Transferir a una columna de purificacion y centrifugar a 13,000 x g por 1

minuto.
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e Lavar con 500 pL de tamp6on HBC, centrifugar y descartar el flujo.
e Repetir el lavado con 500 pL de tampon de lavado con etanol, centrifugar y

descartar el flujo.

Elucién y almacenamiento:
e Anadir 50 pL de tampon de elucidén y centrifugar a 13,000 x g por 1 minuto.

e Almacenar el ADN purificado a -20°C.

Resultados de Aprendizaje
Al finalizar esta practica, los estudiantes seran capaces de:

1. Comprender los principios fundamentales de la extraccion de ADN y su
importancia en biologia molecular.

2. Aplicar protocolos experimentales estandar para la obtencién y purificaciéon de
ADN bacteriano.

3. Identificar el papel de cada reactivo en el proceso de lisis, purificaciéon y elucion
del ADN.

4. Manejar adecuadamente equipos de laboratorio, incluyendo micropipetas,
centrifugas y caAmaras de flujo laminar.

5. Analizar la calidad y cantidad del ADN extraido mediante espectrofotometria
y visualizacion en gel.

6. Documentar correctamente los procedimientos y resultados, siguiendo buenas
précticas de registro en el laboratorio.

7. Relacionar la importancia de la extraccién de ADN con sus aplicaciones en

biotecnologia, diagnoéstico molecular y genética forense.

Normas de seguridad

Precauciones generales:
o Usar bata de laboratorio, guantes y gafas de seguridad en todo momento.
o Desinfectar el area de trabajo con alcohol al 70% antes y después de la practica.

o Evitar el contacto directo con reactivos y muestras.
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Manejo seguro de herramientas y equipos:
e Verificar la calibracion de micropipetas antes de su uso.
e Asegurar el correcto funcionamiento del termociclador y la centrifuga.

e Notocar la agarosa caliente para evitar quemaduras.

Normas para el manejo de sustancias peligrosas:
o Siseusabromuro de etidio (EtBr), manejarlo en una campana de extracciéon y
con guantes dobles.
o Usar Safe View Classic como alternativa menos toxica.

e Disponer correctamente los residuos biologicos y quimicos.

Procedimientos de emergencia:
e En caso de derrame de reactivos, seguir los protocolos de limpieza del
laboratorio.
e Reportar cualquier accidente al instructor.

e Conocer la ubicacién del botiquin y las rutas de evacuacion.

Cuestionario

e ¢Cual es la importancia de la extraccion de ADN en biologia molecular y qué
aplicaciones tiene?

e Explique brevemente los tres pasos fundamentales en la extraccion de ADN.

e ¢Cual es la funcién del tampon de lisis en el proceso de extraccion de ADN?

e ¢Por qué es necesario utilizar la lisozima en la extraccién de ADN bacteriano?

e ¢Cual es el papel de la proteinasa K en la purificacién del ADN?

e ¢Qué funcion cumple el RNasa A en la extraccion de ADN?

« Explique la importancia del tampén BL y su incubacion a 65°C en el proceso
de extraccion de ADN.

e ¢Por qué es necesario lavar el ADN con tampén HBC y etanol antes de su
elucion?

e ¢Como se puede evaluar la calidad del ADN extraido y qué indicadores
determinan su pureza?

e ¢Como afectaria la presencia de contaminantes como proteinas o ARN en la

eficiencia de técnicas posteriores como la PCR?
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Practica 2: PCR y Electroforesis

Fundamentos
La PCR permite la amplificacion especifica de ADN para su analisis
molecular. En esta practica, se utilizara una mezcla maestra de PCR optimizada

y se evaluara la amplificacion mediante electroforesis en gel de agarosa.

Objetivo a alcanzar
Los estudiantes prepararan y ejecutaran una reaccion de PCR y verificaran

la amplificacion de ADN mediante electroforesis.
Materiales y reactivos

Mezcla de ANTPs (200 uM c/u).
MgSOa4 (2 mM).
Buffer Taq Reaction (1X).
BioTaq DNA Polymerase (0.5 U/uL).
Primers forward y reverse (0.5 uM c/u).
ADN molde (20 ng/uL).
Agua ultrapura.
Tubo de PCR de 0.2 mL.
Termociclador.
Agarosa 1%.
Tampoédn TAE 1X.

Colorante de carga y marcador de peso molecular.
Procedimiento
Preparacion de la mezcla de reaccion para PCR:

Etiquetar tubos de PCR de 0.2 mL segtin el nimero de muestras a

amplificar.

2. Enuna campana de flujo laminar, pipetear los siguientes reactivos en cada

tubo de reaccion:
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Componente Concentracion Volumen por

final reaccion (uL)
Buffer de reaccion 1X 5.0
Taq
MgSOa 2 mM 2.5
dNTPs (Mezcla de 200 UM 1.0
desoxinucleétidos)
Primer Forward 0.5 uM 1.0
Primer Reverse 0.5 UM 1.0
BioTaq DNA 0.5 U/uL 0.5
Polimerasa
ADN molde 20 ng 3.0
(extraido en la practica 1)
Agua ultrapura - 11.0
estéril
Total - 25.0

Pipeteo correcto:
Usar micropipetas calibradas y puntas estériles.
Dispensar los reactivos en el orden indicado, asegurando homogeneidad
en la mezcla.
Cambiar puntas entre cada pipeteo para evitar contaminacion cruzada.
Mezclar suavemente sin generar burbujas.

Centrifugar brevemente los tubos para llevar todo el volumen al fondo.

Configuracion del termociclador:

Programar el termociclador con los siguientes parametros de amplificacion:

Etapa Temperatu Tiempo Nume
ra (°C) ro de ciclos
Desnaturalizacion 94°C 3 min 1
inicial

Pégina64



Ciclo de 35

amplificacion
Desnaturalizaci 94°C 308
on
Alineamiento 55°C 30s
(Hibridacion)

Extension 72°C 45s
Extension final 72°C 5 min 1
Almacenamiento 4°C Indefini -

do

Electroforesis en gel de agarosa:

Preparacion del gel de agarosa 1%:
1. Pesado y disolucion:
o Pesar 1 gde agarosa y transferirlo a un matraz.
e Afadir 100 mL de tamp6n TAE 1X.
o Calentar en un microondas hasta disolver completamente.

2. Enfriamiento y tenido:

e Dejar enfriar hasta 60°C y anadir 5 uL de Safe View Classic (1:20,000).

e Verter la mezcla en un molde con peine para formar los pocillos.

e Dejar solidificar durante 30 minutos.

Carga de las muestras y corrida electroforética:

3. Preparacion de las muestras:

e Mezclar 5 pL. de producto PCR con 2 puL de colorante de carga (Easy-

Blue Ice + iClone Dye 10X).
o Pipetear suavemente y centrifugar brevemente.

4. Cargaen el gel:

e Cargar 5 puL del marcador molecular (Opti-DNA Marker 100 bp) en el

primer pocillo.
e Cargar 7 uL de cada muestra de PCR en los pocillos siguientes.
e Corrida electroforética:

o Conectar el equipo y ejecutar a 100 V por 30-45 minutos.
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Verificar la migracion de las bandas en el gel.

Visualizacion y analisis:
Observar el gel en un transiluminador UV o LED.
Comparar las bandas obtenidas con el marcador molecular para verificar el

tamano del ADN amplificado.

Resultados de Aprendizaje

Al finalizar esta practica, los estudiantes seran capaces de:
Comprender los principios tedricos de la PCR, incluyendo sus etapas y
su importancia en biotecnologia molecular.
Preparar una reacciéon de PCR, seleccionando y mezclando
adecuadamente los componentes esenciales (cebadores, ANTPs, ADN
polimerasa, tampo6n, Mg2+ y ADN molde).
Configurar y utilizar un termociclador, estableciendo los parametros
correctos de temperatura y ciclos de amplificacion.
Explicar el papel de cada reactivo en la PCR, incluyendo la funcién de
los cebadores y la Taq polimerasa.
Realizar una electroforesis en gel de agarosa, comprendiendo los
principios de separacion de ADN segiin su tamafno molecular.
Interpretar los resultados de la PCR, evaluando la presencia, ausencia o
especificidad de los productos amplificados.
Aplicar protocolos de bioseguridad en el manejo de reactivos y
muestras, especialmente en la manipulacion de colorantes y residuos de
PCR.
Identificar las aplicaciones de la PCR y la electroforesis en campos

como la medicina, forense y biotecnologia.

Normas de seguridad

Precauciones generales:
Usar bata de laboratorio, guantes y gafas de seguridad en todo momento.
Desinfectar el area de trabajo con alcohol al 70% antes y después de la
practica.

Evitar el contacto directo con reactivos y muestras.
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Manejo seguro de herramientas y equipos:
e Verificar la calibracion de micropipetas antes de su uso.
e Asegurar el correcto funcionamiento del termociclador y la centrifuga.
e Notocar la agarosa caliente para evitar quemaduras.
Normas para el manejo de sustancias peligrosas:
e Siseusabromuro de etidio (EtBr), manejarlo en una campana de extracciéon
y con guantes dobles.
e Usar Safe View Classic como alternativa menos toxica.
« Disponer correctamente los residuos biolégicos y quimicos.
Procedimientos de emergencia:
e En caso de derrame de reactivos, seguir los protocolos de limpieza del
laboratorio.
e Reportar cualquier accidente al instructor.

e Conocer la ubicacién del botiquin y las rutas de evacuacion.

Cuestionario

« Instrucciones: Responda las siguientes preguntas con base en la practica
realizada.

e ¢Qué significa PCR y cudl es su funcion principal en biologia molecular?

o Explique las tres etapas principales de la PCR y su proposito.

e ¢Cual es la funcién de los cebadores (primers) en la reaccion de PCR?

e ¢Por qué se utiliza la Taq polimerasa en la PCR en lugar de otras ADN
polimerasas?

e ¢Como afecta la concentracion de Mg2+ en la eficiencia de la PCR?

e ¢Por qué es importante la temperatura de alineamiento (hibridaciéon) en
la PCR y como se determina?

e ¢Como se puede verificar el éxito de una amplificacion por PCR mediante
electroforesis en gel de agarosa?

e ¢Cudl es la funciéon del marcador molecular (ladder) en la electroforesis
y cOmo se interpreta?

e ¢Qué factores pueden afectar la amplificacion del ADN en una reacciéon de
PCR?

e Mencione tres aplicaciones practicas de la PCR en diferentes areas cientificas.
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Historia de la Biotecnologia Vegetal

La biotecnologia vegetal es una disciplina que combina los principios de la
biologia, la genética y la ingenieria para mejorar las plantas con fines agricolas,
industriales y ambientales. Esta area del conocimiento se centra en la
manipulacion de material genético de las plantas para desarrollar variedades mas
resistentes a enfermedades, tolerantes a condiciones climéaticas adversas o con un
mayor valor nutricional [1]. Gracias a la biotecnologia vegetal, es posible no solo
optimizar los procesos de producciéon agricola, sino también contribuir a la
seguridad alimentaria y a la sostenibilidad ambiental [2].

La historia de la biotecnologia vegetal se remonta a las primeras practicas
agricolas, cuando los seres humanos comenzaron a seleccionar y cruzar plantas
con caracteristicas deseables. Sin embargo, el desarrollo moderno de esta
disciplina inici6 con los avances en la biologia celular y molecular en el siglo XX.
En 1902, el bot4nico alemén Gottlieb Haberlandt introdujo el concepto de cultivo
de células vegetales in vitro, sentando las bases para la propagacién clonal y la
manipulacion de tejidos vegetales. Este descubrimiento permiti6 el desarrollo de
técnicas modernas de cultivo de tejidos, como la micropropagacion, que facilita
la producciéon masiva de plantas genéticamente idénticas. Ademas, abrio el
camino para la conservacién de especies vegetales raras, la produccion de
metabolitos secundarios de interés comercial y la investigacion en mejora
genética a través de la manipulacion in vitro de células y tejidos vegetales.
sentando las bases para la propagacién clonal y la manipulacién de tejidos
vegetales [3].

Durante la década de 1950, cientificos como Skoog y Miller identificaron
la importancia de las hormonas vegetales, como las citoquininas y las auxinas,
para el desarrollo y la diferenciacion de tejidos in vitro, lo que permitié avances
significativos en el cultivo de tejidos vegetales [4]. En la década de 1980, con la
introduccion de las técnicas de ingenieria genética, se logro la inserciéon de genes
especificos en plantas mediante el uso de Agrobacterium tumefaciens, un hito
que dio origen a las primeras plantas transgénicas. Los primeros casos de plantas
transgénicas incluyeron cultivos como el tabaco, la soja y el maiz, en los que se
introdujeron genes que conferian resistencia a herbicidas o a insectos. Estas
aplicaciones iniciales permitieron mejorar la productividad agricola al reducir las

pérdidas causadas por plagas y facilitar el manejo de malezas, sentando las bases
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para el desarrollo de cultivos transgénicos mas complejos y adaptados a diversas
condiciones ambientales. se logré la inserciéon de genes especificos en plantas
mediante el uso de Agrobacterium tumefaciens, un hito que dio origen a las
primeras plantas transgénicas [5].

En la actualidad, la biotecnologia vegetal ha avanzado significativamente
con el uso de herramientas de vanguardia como la edicién genética con CRISPR-
Casg, la genOmica y la bioinforméatica. Estas tecnologias permiten una
manipulacion méas precisa del material genético y abren nuevas posibilidades
para la mejora de cultivos, la produccion de biofAirmacos y la conservacion de

especies vegetales en peligro de extincién [6].
Biotecnologia vegetal

Definiciones y conceptos previos

Antes de profundizar en los aspectos técnicos de la biotecnologia vegetal,
es fundamental comprender algunos términos clave que forman la base
conceptual de esta disciplina. Estas definiciones permiten una mejor
comprension de los procesos y aplicaciones que se desarrollaran a lo largo del
estudio.
Biotecnologia Vegetal: Aplicacion de conocimientos biologicos y tecnolégicos
para manipular el material genético de las plantas con fines agricolas, industriales
y ambientales [7].
Fitomejoramiento: Proceso de seleccion y manipulacion genética de las
plantas para mejorar caracteristicas como el rendimiento, la resistencia a
enfermedades o la adaptacion a diferentes condiciones ambientales [7].
Cultivo In Vitro: Técnica que permite el crecimiento de células, tejidos u
organos vegetales en condiciones controladas fuera del organismo [7].
Micropropagaciéon: Método de propagacion clonal que permite obtener
multiples plantas genéticamente idénticas a partir de una célula o tejido [7].
Transgénico: Organismo al que se le ha introducido un gen de otra especie
mediante técnicas de ingenieria genética [7].
CRISPR-Cas9: Herramienta de edicion genética que permite modificar el ADN de

forma precisa y eficiente [7].
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Sanidad y Comprobacion Fitosanitaria

Un aspecto fundamental de la biotecnologia vegetal es la sanidad y la
comprobacion fitosanitaria. Estos procesos garantizan que las plantas producidas
estén libres de virus y otros agentes patdgenos, lo que es esencial para asegurar
la calidad y la viabilidad de los cultivos a gran escala [8]. Ademas, el estudio de la
variacion epigenética y somaclonal permite comprender y controlar las
modificaciones genéticas que pueden surgir durante el cultivo in vitro, lo cual es
crucial para mantener la estabilidad de las caracteristicas deseadas en las plantas
propagadas. Dentro de estos estudios, el pleiotropismo juega un papel
importante, ya que se refiere al fenémeno en el cual un solo gen puede influir en
multiples rasgos fenotipicos. Este efecto puede causar variabilidad no deseada en
las plantas clonadas, lo que resalta la importancia de monitorear y controlar las

mutaciones durante el proceso de cultivo [9].

Produccion de Metabolitos y Cultivo a Gran Escala

La biotecnologia vegetal ha permitido la produccion controlada de
metabolitos secundarios, compuestos bioactivos que las plantas sintetizan como
parte de sus procesos metabélicos. Estos metabolitos tienen aplicaciones
farmacéuticas, cosméticas, agricolas e industriales. Entre los metabolitos
secundarios mas relevantes se encuentran los alcaloides, flavonoides, terpenoides
y fenoles, que poseen propiedades antimicrobianas, antioxidantes vy
anticancerigenas [10].

El cultivo de células vegetales en biorreactores a gran escala permite la
obtencién de estos compuestos en condiciones controladas, asegurando una
produccién continua y de alta calidad. Este enfoque tiene ventajas significativas
sobre la extraccién tradicional de plantas completas, ya que reduce la
dependencia de cultivos agricolas extensivos y permite la obtencion de

metabolitos de especies vegetales raras o en peligro de extincion [10].

Las principales estrategias para optimizar la produccion de
metabolitos incluyen:
e Seleccion de lineas celulares productoras: Identificar y cultivar células con

una alta capacidad de sintesis de metabolitos [11].
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e Optimizaciéon de medios de cultivo: Ajustar la composiciéon de nutrientes,
pH y condiciones ambientales para estimular la produccion de metabolitos
[12].

e Elicitacion: Introducir compuestos especificos (elicitadores) que activan
las rutas metabdlicas en las células vegetales [12].

e Uso de biorreactores: Emplear sistemas cerrados que permiten controlar
las variables fisicas y quimicas, como la aireacion, la agitacion y la
temperatura, para maximizar la produccion [12].

El cultivo a gran escala mediante biorreactores ha permitido la produccion
comercial de importantes metabolitos como la artemisinina (antimalarico), la

taxol (anticancerigeno) y la shikonina (colorante natural y agente terapéutico)

[12].

Ensenanza de biotecnologia vegetal

La ensefianza de la biotecnologia vegetal es un campo en constante
evolucion que abarca tanto aspectos tedricos como practicos. La integracion de
conocimientos en genética, biologia molecular e ingenieria permite a los
estudiantes comprender los procesos fundamentales de manipulacion genética 'y
sus aplicaciones agricolas [13]. Los programas educativos actuales enfatizan el
aprendizaje experimental, incluyendo practicas de laboratorio donde los
estudiantes realizan cultivos in vitro, andlisis genéticos y técnicas de
transformacion vegetal [14]. Ademaés, el uso de herramientas digitales y
plataformas interactivas ha mejorado la comprension de conceptos complejos y

ha facilitado el acceso a investigaciones actualizadas

Practica 1. Preparacion de medio de cultivo y

germinacion in vitro de plantas de tomate de arbol

En esta practica, se llevara a cabo la preparacion del medio de cultivo MS
(Murashige y Skoog), un medio nutritivo esencial para el cultivo in vitro de
plantas. El procedimiento consiste en disolver una mezcla de nutrientes,
vitaminas, sales minerales y reguladores de crecimiento en agua destilada,
ajustando su pH a un valor adecuado para promover el desarrollo 6ptimo de los

explantes vegetales. Los estudiantes seguiran una serie de pasos que incluyen la
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disolucion de los componentes del medio, la esterilizacion del medio mediante
autoclave y el ajuste final de pH. Esta preparacion permitira que los estudiantes
comprendan la importancia de cada componente del medio en el crecimiento
vegetal y la necesidad de mantener condiciones estériles para evitar
contaminaciones durante los cultivos. Al final de la practica, se habra obtenido
un medio de cultivo listo para ser utilizado en la propagaciéon y desarrollo de
plantas en condiciones controladas [15].

El procedimiento para la germinacion in vitro de semillas de tomate de
arbol (Solanum betaceum) comienza con la desinfeccion del material vegetal para
evitar contaminaciones durante el cultivo. Las semillas se someten a un protocolo
de esterilizacion que incluye tratamientos con agentes desinfectantes y enjuagues
con agua destilada estéril. Luego, se siembran en un medio de cultivo
previamente preparado, el cual contiene los nutrientes esenciales para su
desarrollo. Las condiciones de incubacion, como temperatura, fotoperiodo y
humedad, se controlan rigurosamente para favorecer la germinacién y el
crecimiento de las plantulas. Este método permite obtener plantulas vigorosas y
uniformes, facilitando su posterior aclimatacion y transferencia a condiciones ex

vitro [16].

Fundamentos

La germinacion y el cultivo in vitro de plantas van a depender mucho del
medio de cultivo en el que se encuentre la planta, pues este contiene los
nutrientes, reguladores, agua y fuente de carbono que cada planta necesita [17].
Sin embargo, en el cultivo in vitro es muy dificil realizar generalizaciones porque
cada especie y cada tipo de planta varia en cuanto a los requerimientos
nutricionales para un crecimiento 6ptimo in vitro [18]. Es asi que no se ha podido
formular un medio de cultivo con el que se obtengan los mismos resultados para
todo tipo de cultivo in vitro (es decir, sin importar la especie de la planta, el tipo
de tejido con el que se trabaja, etc.), aunque se ha logrado desarrollar ciertos
medios generales, que brindan buenos resultados en el cultivo de cierto tipo de
plantas, este es el caso del medio MS (Murashige y Skoog) el cual es ampliamente
usado para regeneracion y produccion de callo (en plantas no lefiosas), ya que

posee una fuerte concentracion de sales [19].
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Componentes del medio de cultivo

Los medios de cultivo estdn compuestos de 95% de agua, ademas de
componentes esenciales que incluyen: macronutrientes, micronutrientes, azdcar,
componentes organicos, reguladores de crecimiento y vitaminas [20].
Componentes inorgéanicos: Los componentes minerales son muy importantes
para la vida de una planta. El magnesio es parte de la clorofila, el calcio es
constituyente de la pared celular, el nitrégeno es una parte importante de los
aminoacidos, proteinas, vitaminas y acidos nucleicos. El hierro, zinc y molibdeno
actian como cofactores de ciertas enzimas [21]. Ademas del carbono, hidréogeno
y oxigeno, son 12 los elementos considerados esenciales para el crecimiento de la
planta: nitroégeno, fésforo, azufre, calcio, potasio, magnesio, hierro, manganeso,
cobre, zinc, boro y molibdeno. De esta lista, los 6 primeros se requieren en
concentraciones abundantes por lo que se los denomina macroelementos
(concentraciones en mM); mientras que los seis ultimos se requieren en
concentraciones menores por lo que se los conoce como microelementos
(concentraciones en pM) [22].
Elementos organicos: Las vitaminas son sustancias organicas que son parte de
enzimas o cofactores para funciones metabodlicas esenciales para el desarrollo de
las plantas in vivo. La mayor parte de plantas cultivadas in vitro son capaces de
sintetizar todas las vitaminas necesarias, pero en cantidades sub-Optimas. Para
obtener el crecimiento 6ptimo es necesario suplementar el medio de cultivo con
algunas vitaminas y aminoacidos. Las vitaminas suplementadas son en su
mayoria tiamina (B1), niacina (B3), piridoxina (B6) y mio-inositol [23].
Fuente de carbono: Una planta cultivada in vitro requiere una fuente externa de
carbono, pues se comporta de manera semiautotrofica ya que su capacidad
fotosintética esta disminuida. La mayoria de las plantas cultivadas in vitro son
incapaces de realizar fotosintesis por varias razones como, por ejemplo:
organizacion celular y desarrollo de tejidos insuficientes, intercambio gaseoso de
CO2 limitado por el frasco de cultivo, y condiciones ambientales suboptimas [24].
La fuente de carbono mas cominmente utilizada es la sacarosa (azticar coman)
en una concentracion de 2-5%. Las sales minerales adicionadas al medio de
cultivo contribuyen con aproximadamente 20-50% del potencial osmotico del
medio, y la sacarosa es responsable del porcentaje restante. Fuentes alternativas

de carbono son la glucosa, fructosa, maltosa, sorbitol, entre otros [25].
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Reguladores de crecimiento: De acuerdo con el tejido de partida, a la
concentracion endégena de hormonas y al objetivo que se persiga (brotacion de
yemas, generacion de yemas adventicias, embriogénesis, etc.), puede requerirse
agregar al medio de cultivo diferentes concentraciones de auxinas, citoquininas y
giberelinas. Algunos de estos reguladores de crecimiento son hormonas,
sintetizadas naturalmente por plantas superiores, y otros son compuestos
sintéticos [26].
Agente solidificante: De acuerdo con la modalidad del cultivo in vitro, se pueden
utilizar medios liquidos, sélidos y semisolidos. El agente gelificante méas usado es
el agar. El agar es un polisacarido de alto peso molecular que se disuelve en agua
a ~65°C y solidifica a ~45°C. Es afiadido al medio de cultivo en concentraciones
en el rango de 0.5%-1% (peso/volumen). Un medio de cultivo s6lido permite
colocar al explante en contacto directo con el medio de cultivo y a su vez
permanecer aireado. Otros agentes gelificantes que pueden ser usados son el
gelrite, el phytagel y la agarosa [27].

Adicionalmente a los componentes mencionados, un medio de cultivo
puede contener extracto de levaduras, extracto de plantas, leche de coco, caseina
hidrolizada, antioxidantes, antibibticos, fungicidas, carb6on activado, etc.,

dependiendo de circunstancias particulares [28].

Germinacion in vitro

Una de las condiciones mas importantes para el éxito del cultivo in vitro es
la asepsia, la cual se consigue mediante la esterilizacion del material vegetal, la
vidrieria, el medio de cultivo y trabajando en el interior de una camara de flujo
[29]. La germinacion es el proceso que atraviesa el embriéon para formar una
planta. Esta etapa ocurre después de la formacion de la semilla que ocurre por la
fecundacion del anterozoide que se desplaza a través del tubo polinico hasta llegar
a la o6sfera, donde se une al 6vulo para dar lugar a la semilla, mientras que el
ovario se convierte en el fruto [30].

Sin embargo, para que se dé el proceso de germinacién las semillas deben
encontrarse en un ambiente con condiciones adecuadas de temperatura y
humedad [31]. Ademas, algunas semillas no germinan inmediatamente, pues
tienen que romper el estado de dormancia en el cual deben terminar de madurar

o bien eliminar ciertos inhibidores de crecimiento que se acumulan en las
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cubiertas seminales [32]. En ocasiones es necesario someter a tratamientos de
frio o escarificacién, para que estas semillas puedan romper este estado de
dormancia. Aunque también puede pasar que las semillas pierdan su viabilidad y
ya no germinen mas pues estuvieron almacenadas por periodos largos [33].

En ciertas especies, la germinacion in vitro representa una técnica de gran
utilidad sobre todo por la dificultad que tienen para germinar in vivo. También
puede ser una alternativa al cultivo de explantes por la dificultad que representa

esta técnica [34].

Objetivo
Preparar el medio de cultivo MS
Comprender la importancia de la asepsia en el trabajo de laboratorio, en
particular en la preparacion de medios de cultivos
Conocer la composiciéon basica que requiere un medio de cultivo
Germinar semillas de tomate de arbol in vitro.
Determinar el porcentaje y tiempo de germinacion de semillas de tomate in

vitro.

Preparacion previa

Antes de la practica de Preparacion de Medio de Cultivo MS, los
estudiantes deben revisar los principios fundamentales del cultivo in vitro de
plantas, incluyendo la composicion y funcion de los macronutrientes,
micronutrientes, vitaminas, reguladores de crecimiento y fuentes de carbono en
el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS). Es importante comprender la
influencia de estos componentes en el desarrollo de los tejidos vegetales y como
la modificacion de su concentracion afecta el crecimiento de los explantes [35].

Ademas, deben familiarizarse con las técnicas de esterilizacion de medios
y materiales, como la autoclave, la filtracién de soluciones sensibles al calor y la
manipulacion aséptica dentro de la cabina de flujo laminar. Se recomienda leer
detalladamente el protocolo de preparacion del medio de cultivo, incluyendo los
calculos para la correcta dosificacion de los componentes y el ajuste del pH.
Como actividad previa, los estudiantes pueden investigar diferentes

formulaciones del medio MS y su aplicacion en diversas especies vegetales, asi

pagina/ /



como identificar los factores que pueden afectar la eficacia del medio de cultivo,
como la concentraciéon de reguladores de crecimiento o la presencia de agentes
contaminantes. Esta preparacion garantizara que los participantes comprendan
los fundamentos de la practica y puedan ejecutar el procedimiento con precision
y seguridad en el laboratorio.

Antes de iniciar la practica de germinacioén in vitro de semillas de tomate
de arbol (Solanum betaceum), es fundamental realizar una preparacion adecuada
para garantizar condiciones estériles y optimizar el proceso. Esto incluye la
limpieza y esterilizacion del material de laboratorio, como matraces, tubos de
ensayo, pinzas y medios de cultivo, utilizando autoclave o soluciones
desinfectantes.

Las semillas deben someterse a un tratamiento de desinfeccion con
hipoclorito de sodio y enjuagues sucesivos con agua destilada estéril para
eliminar posibles contaminantes. Ademas, es necesario preparar el medio de
cultivo con los nutrientes y reguladores de crecimiento adecuados, ajustando el
pH antes de su esterilizacion. Finalmente, se debe organizar el espacio de trabajo
dentro de la cabina de flujo laminar para evitar la contaminacion y asegurar el

éxito de la practica.

Procedimiento

Preparacion Medio MS

1. Colocar en un vaso de precipitacion de 1000ml aproximadamente 250 ml de
agua destilada.

2. Pesar la cantidad necesaria de medio MS para preparar un volumen de 1 litro
y agregarlo al vaso de precipitacion.

3. Agregar sacarosa en una proporcion de 30 g por litro de medio.

Medir el pH y ajustarlo a 5.8 usando una solucién 0.1 M de HCl o NaOH segun

el caso.

Aforar al volumen final requerido (1000 ml)

Agregar agar en una proporcion de 7 g por litro de medio de cultivo

Hervir en horno microondas hasta que se disuelva el agar (3-4 minutos)

Enfriar el medio y repartirlo en frascos con tapa

© ® 3 o v

Esterilizar en el autoclave
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10. Mantener los frascos en estanterias hasta su uso.

Germinacion in vitro

=

P ® DN

o

Este proceso se realiza dentro de la camara de flujo laminar:

Colocar las semillas por 3 minutos en alcohol 70%

Lavarlas en agua destilada estéril

Transferirlas por 15 — 20 minutos a hipoclorito de sodio 2.5% + 4 o 5 gotas de
Tween 20

Realizar 4 — 5 lavados en agua destilada estéril

Sembrarlas en medio de cultivo MS con pinzas flameadas (15-20 semillas /
frasco)

Incubar en el cuarto de cultivo

Realizar observaciones periddicas para determinar el tiempo y porcentaje de
germinacion. Adicionalmente realizar observaciones y registrar la

contaminacion del material vegetal

Resultados de aprendizaje

El estudiante identifica los componentes esenciales de un medio de cultivo
in vitro y comprende su funcion en el crecimiento vegetal. Explica la importancia
de la asepsia en el proceso de germinacion in vitro y aplica técnicas adecuadas
para garantizarla. Ademas, describe el proceso de germinaciéon de semillas,
considerando las condiciones necesarias y los factores que influyen en la ruptura
de la dormancia. Por ultimo, analiza la utilidad de la germinacion in vitro como

una alternativa para especies con dificultades para germinar in vivo.

Normas de seguridad

Precauciones generales del taller o laboratorio.
Usar bata de laboratorio, guantes y gafas de seguridad cuando sea necesario.
Mantener el area de trabajo limpia y libre de objetos innecesarios.
Seguir estrictamente las instrucciones del docente o responsable del
laboratorio.

No ingerir alimentos ni bebidas dentro del laboratorio.
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e Identificar las salidas de emergencia y ubicar los equipos de seguridad, como

extintores y botiquines.

Manejo seguro de herramientas y equipos.
e Verificar el estado de los instrumentos antes de su uso para evitar accidentes.
e Manejar la camara de presion con precaucion, asegurandose de que esté bien
cerrada antes de aplicar presion.
e No forzar ni modificar los equipos sin autorizacion.
e Utilizar las herramientas de medicion de acuerdo con las indicaciones del
protocolo.

e Al finalizar la préctica, limpiar y guardar correctamente todos los materiales

y equipos.

Normas para el manejo de sustancias peligrosas

e Manipular soluciones o reactivos con guantes y evitar el contacto directo con
la piel.

e Identificar correctamente las sustancias quimicas utilizadas y seguir las hojas
de seguridad correspondientes.

e No mezclar sustancias sin conocer sus reacciones potenciales.

e En caso de derrame, informar inmediatamente y seguir los procedimientos
establecidos para su contencion y limpieza.

e Desechar residuos de manera adecuada, segtin las normativas del laboratorio

Procedimientos de emergencia
e En caso de accidente o exposicion a sustancias peligrosas, informar de
inmediato al instructor o supervisor.
e Siocurre un derrame quimico, evacuar la zona y aplicar el protocolo de
limpieza.
e En caso de incendio, utilizar los extintores designados y evacuar el area
siguiendo las rutas de emergencia.

e Para cortes o quemaduras, lavar la zona afectada y acudir al botiquin de

primeros auxilios.
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e Mantener la calma y seguir las indicaciones del personal responsable en

cualquier situaciéon de emergencia.

Cuestionario

e (Por qué es fundamental la asepsia en el proceso de germinacion in vitro?

e Menciona tres componentes esenciales del medio de cultivo in vitro y explica
su funcion.

e ¢Cual es la principal fuente de carbono utilizada en el cultivo in vitro y por
qué es necesaria?

e (Qué funcién cumplen los reguladores de crecimiento en el cultivo in vitro?
Da un ejemplo de cada tipo.

e (Por qué algunas semillas requieren tratamientos como el frio o la

escarificacion para germinar?

Practica 2. Encapsulacion de embriones somaticos

El proceso de encapsulacion de embriones somaticos y meristemos
axilares consiste en la inmersiéon de los tejidos vegetales en una solucion de
alginato de sodio, seguida de su solidificacién en una solucién de calcio para
formar una cubierta protectora similar a la de una semilla natural. Para ello,
primero se seleccionan y aislan los embriones somaticos de zanahoria y los
meristemos axilares de camote bajo condiciones asépticas.

Posteriormente, se preparan las soluciones de encapsulacion y se procede
a la formacion de las esferas gelificadas mediante la técnica de goteo en cloruro
de calcio. Una vez encapsulados, los tejidos pueden ser almacenados en
condiciones de refrigeracion para evaluar su viabilidad y tasa de germinacion tras
diferentes periodos de conservaciéon. Este procedimiento permite mejorar la
manipulacion y el transporte del material vegetal, facilitando su propagacion y

uso en programas de mejoramiento genético y produccién agricola.

Fundamentos
Las semillas representan el principal 6rgano reproductivo en las plantas
terrestres, desempeiiando funciones esenciales como la renovacion, persistencia

y dispersion de las poblaciones vegetales. Ademas, contribuyen a la regeneraciéon
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de bosques y participan en la sucesion ecolégica. Desde una perspectiva utilitaria,
constituyen una fuente alimenticia fundamental tanto para humanos como para
animales, ya sea de manera directa o como materia prima en diversas
aplicaciones industriales [36].

En este contexto, la semilla es responsable de la generacién de nuevas
plantas, ya que almacena nutrientes y absorbe el agua circundante, permitiendo
el inicio del proceso de germinacion. Durante este proceso, primero emerge la
raiz, seguida del desarrollo del tallo y la aparicion de los cotiledones, momento
en el cual se forma la plantula [37].

El endospermo de la semilla proporciona carbohidratos, proteinas y
lipidos que favorecen la germinacién. No obstante, existen especies vegetales con
un endospermo reducido o ausente, lo que prolonga la germinacién o requiere la
formacidén de asociaciones simbioticas con otros organismos. Para abordar esta
limitacion, investigadores y productores han desarrollado un sistema de
propagacion alternativo basado en semillas sintéticas o artificiales, que cumplen
funciones similares a las semillas naturales [38].

El componente esencial en la fabricacion de semillas artificiales es el
alginato de sodio, un polisacarido extraido de algas marinas, caracterizado por su
rigidez, elasticidad y flexibilidad. Una de sus propiedades mas destacadas es su
capacidad para formar geles al entrar en contacto con soluciones ricas en calcio,
lo que facilita su aplicacion en biotecnologia vegetal [39].

A diferencia de las semillas convencionales, las semillas sintéticas
contienen un embridén somatico generado mediante embriogénesis somatica a
partir de tejidos cultivados in vitro. Ademas, incluyen un endospermo y una
cubierta protectora, ambos de origen artificial [40].

El concepto de semilla sintética fue introducido por Murashige, aunque su
aplicacion efectiva no se consolidé sino hasta la década de 1980. Entre los
principales beneficios de esta tecnologia destaca la reduccion de costos en la
propagacion de especies vegetales [41]. Otras ventajas incluyen la preservacion
de la estructura de la semilla, su pequeno tamaio, la rapida propagacion y la
posibilidad de obtenerlas fuera de su temporada natural en condiciones
controladas [42].

La viabilidad de las semillas artificiales depende de las condiciones de

almacenamiento. Segun el tiempo de conservacion, se pueden emplear métodos
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a bajas temperaturas para periodos cortos y medios, mientras que para la
preservacion a largo plazo, la inmersion en nitrégeno liquido es la opcion mas
utilizada [43].

En biotecnologia, la encapsulacion de embriones somaticos en semillas
sintéticas ha cobrado relevancia en la propagacién masiva de especies de alto
valor comercial [44]. Ademas de embriones somaticos, se han logrado avances en
la encapsulacion de raices, brotes y yemas con el fin de regenerar plantas
medicinales [45]

La encapsulacion se realiza principalmente en brotes axilares y apicales
que contienen meristemos radiculares, aunque también se pueden encapsular
brotes sin induccién de raices. Ejemplos de ello son los brotes de banana y
manzana, en los cuales la formacion de raices puede inducirse con acido
indolbutirico. Asimismo, se ha logrado encapsular protocormos de diversas
especies de orquideas, mejorando la salud de las plantulas y su capacidad de
adaptacion a distintos sustratos durante su establecimiento en condiciones ex

vitro [46].

Objetivo

Disefar un protocolo para el encapsulamiento de embriones somaticos de
zanahoria y analizar su respuesta al almacenamiento en condiciones de baja
temperatura.
Analizar la efectividad del encapsulamiento de meristemos axilares de camote y

determinar el impacto del almacenamiento en frio.

Preparacion previa

Antes de realizar la practica de encapsulacion de embriones somaticos y
meristemos axilares, es fundamental llevar a cabo una preparacion adecuada que
garantice el éxito del procedimiento. En primer lugar, se debe investigar la
fisiologia y caracteristicas de los tejidos vegetales a encapsular, asi como los
principios basicos de la embriogénesis somatica y la conservacion de meristemos.
Ademas, es necesario familiarizarse con las técnicas de trabajo en condiciones
asépticas, ya que la contaminaciéon microbiana puede afectar el desarrollo del
material encapsulado. También se deben preparar los medios de cultivo

adecuados, asegurando la correcta concentracion de nutrientes, reguladores de
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crecimiento y agentes gelificantes como el alginato de sodio. Finalmente, se
recomienda revisar los protocolos de encapsulacion y almacenamiento en frio
para comprender el procedimiento y anticipar posibles dificultades durante la

practica.

Procedimiento
Preparacion Medio MS
1. Pesar los componentes del medio Murashige y Skoog (MS) modificado por
Jarret (1991) segin la formulacion establecida.
Ajustar el pH del medio a 5.8 utilizando NaOH o HCL
Agregar 1.8 g/L de Phytagel® si se requiere solidificacion.

Esterilizar el medio en autoclave a 121 °C y 15 psi durante 20 minutos.

L B S N

Distribuir el medio estéril en frascos de cultivo y dejar solidificar bajo

condiciones estériles.

Extraccion y Preparacion de Meristemos de Camote

7. Seleccionar vitro plantulas de camote en etapa de multiplicaciéon (subcultivo
2).

8. Bajo condiciones estériles en la cabina de flujo laminar, cortar los meristemos
con bisturi estéril.

9. Transferir los meristemos seleccionados al medio de cultivo MS modificado

para camote.

Encapsulacion de Meristemos

1. Preparar una solucién de alginato de sodio estéril.

2. Sumergir los meristemos en la solucion de alginato.

3. Transferir los meristemos con alginato a una solucién de cloruro de calcio para
gelificacion.

4. Dejar en contacto durante el tiempo requerido para la formacion de capsulas.
Lavar las capsulas con agua destilada estéril y transferirlas a frascos con medio
de cultivo MS modificado.

6. Almacenamiento en Frio de Meristemos Encapsulados

7. Para los tratamientos con refrigeracion, colocar las capsulas en medio ¥4 MS.

8. Almacenar a 4 °C durante 7, 14, 21 o0 28 dias, segin el tratamiento.
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10.
11.

12.

13.
14.
15.
16.

Para el tratamiento sin refrigeracién, transferir inmediatamente los
meristemos encapsulados al medio MS modificado y colocarlos en la camara
de crecimiento.

Germinacion y Evaluacién de Brotacion

Transferir los meristemos encapsulados a frascos con medio MS modificado para
camote.

Colocar los frascos en la cdmara de crecimiento bajo condiciones controladas (24-26
°C, 70 % de humedad, 16 horas luz a 2 kix).

Evaluar el porcentaje de brotacion a los 14 dias de incubacion.

Anélisis de Datos

Registrar el porcentaje de brotacion de cada tratamiento.

Realizar analisis estadistico utilizando SAS 9.3, aplicando ANOVA y prueba de

separacion de medias de Duncan con un nivel de significancia de P < 0.05.

Resultados de aprendizaje

El estudiante comprende el proceso de encapsulacion de embriones

somaticos, identificando los materiales y reactivos necesarios, como el alginato

de sodio y las soluciones de calcio. Aplica de manera precisa las técnicas de

encapsulacion para formar céapsulas viables que protejan y faciliten la

propagacion de las plantas. Ademas, evalta la viabilidad de las semillas sintéticas

al analizar la integridad de la capsula, la capacidad de germinacion y las

condiciones 6ptimas de almacenamiento. Finalmente, relaciona la encapsulacion

con sus aplicaciones en biotecnologia vegetal, reconociendo su importancia en la

propagacion masiva de especies de alto valor comercial y en la conservacion de

germoplasma.

Normas de seguridad

Precauciones generales del taller o laboratorio.

Usar bata de laboratorio, guantes y gafas de seguridad cuando sea necesario.
Mantener el area de trabajo limpia y libre de objetos innecesarios.
Seguir estrictamente las instrucciones del docente o responsable del

laboratorio.
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No ingerir alimentos ni bebidas dentro del laboratorio.
Identificar las salidas de emergencia y ubicar los equipos de seguridad, como

extintores y botiquines.

Manejo seguro de herramientas y equipos.

Verificar el estado de los instrumentos antes de su uso para evitar accidentes.
Manejar la cAmara de presion con precaucion, asegurandose de que esté bien
cerrada antes de aplicar presion.

No forzar ni modificar los equipos sin autorizacion.

Utilizar las herramientas de medicioén de acuerdo con las indicaciones del
protocolo.

Al finalizar la practica, limpiar y guardar correctamente todos los materiales

y equipos.

Normas para el manejo de sustancias peligrosas

Manipular soluciones o reactivos con guantes y evitar el contacto directo con
la piel.

Identificar correctamente las sustancias quimicas utilizadas y seguir las hojas
de seguridad correspondientes.

No mezclar sustancias sin conocer sus reacciones potenciales.

En caso de derrame, informar inmediatamente y seguir los procedimientos
establecidos para su contencion y limpieza.

Desechar residuos de manera adecuada, segtin las normativas del laboratorio

Procedimientos de emergencia

En caso de accidente o exposicion a sustancias peligrosas, informar de
inmediato al instructor o supervisor.

Si ocurre un derrame quimico, evacuar la zona y aplicar el protocolo de
limpieza.

En caso de incendio, utilizar los extintores designados y evacuar el area
siguiendo las rutas de emergencia.

Para cortes o quemaduras, lavar la zona afectada y acudir al botiquin de

primeros auxilios.
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Mantener la calma y seguir las indicaciones del personal responsable en

cualquier situaciéon de emergencia.

Cuestionario
¢Cudl es la funcion principal de las semillas en las plantas terrestres y qué papel
juegan en la sucesion ecologica?
¢Qué componentes nutricionales proporciona el endospermo de una semilla y
cual es su importancia durante la germinacion?
¢Qué es una semilla sintética y qué elemento esencial se utiliza en su
fabricacién?
Menciona dos ventajas de las semillas sintéticas en comparacion con las
semillas convencionales.
¢Por qué la encapsulacion de embriones somaticos es importante en la

biotecnologia vegetal? Da un ejemplo de su aplicacion
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CAPITULO YV

Introduccién a la Biotecnologia de
Alimentos
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Antecedentes

La biotecnologia de alimentos es una disciplina que aplica los principios
de la biotecnologia para la produccién, mejora y control de alimentos mediante
el uso de organismos vivos o sus componentes. Esta area abarca una amplia
variedad de procesos que incluyen fermentaciones microbianas, modificacion
enzimatica de compuestos alimentarios, ingenieria genética aplicada a cultivos y
produccion de aditivos alimentarios. Su objetivo principal es optimizar la calidad,
seguridad y funcionalidad de los alimentos, asegurando su valor nutricional y su
conservacion [1].

Los avances en la biotecnologia de alimentos han permitido el desarrollo
de productos con mejores caracteristicas sensoriales, mayor estabilidad y
beneficios para la salud. Entre estos avances, se destacan el uso de enzimas en la
industria alimentaria para mejorar la digestibilidad y textura de los alimentos, asi
como la fermentacion de productos lacteos para la obtenciéon de probidticos y la
conservacion de productos perecederos. Estas aplicaciones han transformado la
industria alimentaria, reduciendo el desperdicio y promoviendo alimentos méas
saludables [2].

Extraccion y Caracterizacion de Enzimas Digestivas

Las enzimas digestivas son proteinas especializadas que catalizan la
degradacion de macromoléculas en nutrientes mas simples, facilitando su
absorcién en el organismo. En la industria alimentaria, estas enzimas se utilizan
para la produccion de alimentos de facil digestion, la mejora de la textura de
productos procesados y la optimizacion de procesos industriales, como la
hidrolisis de proteinas en la elaboracion de formulas infantiles y suplementos
proteicos [3].

El estudio de las enzimas digestivas es fundamental para comprender su
funcién y optimizar su aplicacion en la industria de alimentos. La practica de
laboratorio sobre extraccion y caracterizacion de estas enzimas permite a los
estudiantes conocer técnicas de aislamiento, purificaciéon y analisis enzimético,
ademas de evaluar su actividad en diferentes condiciones. La importancia de esta

practica radica en la posibilidad de utilizar enzimas en el desarrollo de alimentos
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funcionales y terapéuticos para poblaciones con necesidades nutricionales

especificas [4].

Fermentacion Lactica de Productos Lacteos

La fermentacidon lactica es un proceso biotecnolégico clave en la
produccion de productos lacteos fermentados como yogur, kéfir y quesos. En este
proceso, bacterias acido-lacticas (BAL), como Lactobacillus y Streptococcus,
convierten la lactosa en acido lactico, lo que reduce el pH del producto y mejora
su estabilidad y conservacion. Ademas, estas bacterias pueden conferir
propiedades probioticas, beneficiando la microbiota intestinal y fortaleciendo el
sistema inmunoldgico [5].

El estudio de la fermentaciéon lactica en laboratorio permite analizar la
influencia de variables como temperatura, tiempo de incubacién y concentracion
bacteriana en la calidad del producto final. Durante la practica, los estudiantes
pueden medir pardmetros como el pH, la acidez titulable y la concentracién de
bacterias viables para evaluar la eficiencia del proceso. Este conocimiento es
esencial para la optimizacion de la produccién industrial de alimentos
fermentados y para el desarrollo de nuevos productos con caracteristicas

mejoradas [6].

Importancia de la Biotecnologia de Alimentos en la

Industria

Ambas practicas de laboratorio representan aplicaciones esenciales en la
industria de alimentos. La extraccion y caracterizaciéon de enzimas digestivas
permite desarrollar procesos mas eficientes y alimentos con propiedades
funcionales especificas. Por otro lado, la fermentacion lactica es clave en la
produccion de alimentos con mayor vida util y beneficios para la salud. Estas
aplicaciones no solo mejoran la calidad y seguridad de los alimentos, sino que
también impulsan la sostenibilidad y la innovacién en la industria alimentaria
[7].

La biotecnologia de alimentos continuard desempeifiando un papel

fundamental en la mejora de la produccion alimentaria, optimizando procesos y
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desarrollando soluciones innovadoras para enfrentar los desafios de la seguridad

alimentaria y la nutricion global.

Practica 1. Extraccion y caracterizacion de enzimas

digestivas

Fundamentaciéon

Las enzimas digestivas desempenan un papel clave en la descomposicion
de macromoléculas en los alimentos, facilitando su absorcion y digestion. Entre
las principales enzimas digestivas estan la amilasa (degrada almidén), la proteasa
(degrada proteinas) y la lipasa (degrada lipidos). En esta practica, se extraeran y
caracterizaran algunas de estas enzimas a partir de fuentes naturales como la

saliva, el pancreas de cerdo o frutas como la papaya y la pina [8].

Objetivo
Extraer y evaluar la actividad enzimética de amilasas, proteasas o lipasas
a partir de fuentes naturales, y analizar su comportamiento bajo diferentes

condiciones de temperatura y pH.

Preparacion previa
Revision sobre la funcion y estructura de las enzimas digestivas.
Conocer los principios de espectrofotometria para la medicién de actividad
enzimatica.

Aprender técnicas basicas de extraccion y purificacion enzimatica [9].

Procedimiento
Parte 1: Extraccion de enzimas
Seleccion de la fuente enzimatica:
Amilasa: Saliva humana o extracto de cebada germinada.
Proteasa: Jugo de pifia (bromelina), papaya (papaina) o extracto de pancreas
de cerdo.
Lipasa: Extracto de pancreas de cerdo o germen de trigo [10].

Preparacion del extracto enzimatico:
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Triturar la muestra en un mortero con 10 mL de buffer fosfato 0.1 M (pH 7.0).
Filtrar la mezcla con papel de filtro o centrifugar a 4000 rpm durante 10
minutos.

Recuperar el sobrenadante que contiene la enzima y almacenarlo en hielo para

evitar la desnaturalizacion [11].

Parte 2: Caracterizacion de la actividad enzimatica

A. Medicion de actividad de amilasa (degradacion de almidon)
Preparar una solucién de almidoén al 1% en agua destilada.
Mezclar 1 mL de extracto enzimatico con 2 mL de la solucién de almidoén y
dejar reaccionar a 37 °C durante 10 minutos.
Agregar 1 mL de reactivo de Lugol (yodo y yoduro de potasio) y observar el
cambio de color:
Azul oscuro: Almidon sin degradar (baja actividad enzimatica).
Amarillo claro: Almidon degradado (alta actividad enzimatica).
Medir la absorbancia a 600 nm en un espectrofotémetro para cuantificar la

actividad [12].

B. Medicion de actividad de proteasa (hidrolisis de caseina)
Preparar una solucién de caseina al 1% en buffer fosfato pH 7.0.
Mezclar 1 mL de extracto enzimatico con 2 mL de solucion de caseina y dejar
reaccionar a 37 °C durante 15 minutos.
Agregar 1 mL de 4cido tricloroacético (TCA) al 10% para detener la reaccién y
precipitar las proteinas no hidrolizadas.
Centrifugar a 4000 rpm por 10 minutos y medir la absorbancia del
sobrenadante a 280 nm. Un mayor valor de absorbancia indica mayor

actividad proteolitica [13].

C. Medicion de actividad de lipasa (hidrolisis de triglicéridos)
Usar una solucion de aceite vegetal emulsionado con Tween-80 como sustrato.
Mezclar 1 mL de extracto enzimatico con 2 mL de emulsiéon de aceite y dejar
reaccionar a 37 °C por 30 minutos.

Agregar 1 mL de fenolftaleina como indicador de pH y titular con NaOH 0.1 N

para cuantificar los acidos grasos liberados.
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4. Un mayor volumen de NaOH consumido indica mayor actividad lipasa [14].

1.

Parte 3: Evaluacion de condiciones optimas de la enzima

Efecto del pH: Preparar soluciones tampon de diferentes valores de pH (5, 7
y 9) y repetir la prueba de actividad enzimaética para cada caso.

Efecto de la temperatura: Realizar la reaccion enzimética a diferentes
temperaturas (4°C, 25°C, 37°C y 60°C) para determinar el rango 6ptimo de

funcionamiento.

Resultados de aprendizaje
Comprender la importancia de las enzimas digestivas en la biotecnologia de
alimentos.
Adquirir habilidades practicas en la extraccion y caracterizacion de enzimas.

Analizar la influencia del pH y la temperatura en la actividad enzimética.

Normas de seguridad
Usar guantes y gafas de seguridad al manipular reactivos.
Evitar el contacto con muestras bioldgicas crudas.

Desinfectar correctamente el 4rea de trabajo tras la practica.

Cuestionario
¢Cudl es la funcion de la amilasa, la proteasa y la lipasa en la digestion de
alimentos?
¢Coémo afecta la temperatura a la actividad enzimaética?
¢Por qué es importante medir el pH 6ptimo de una enzima?

¢Como se pueden aplicar estas enzimas en la industria alimentaria?

Practica 2. Fermentacion lactica de productos

lacteos

Fundamentacion
La fermentacion lactica es un proceso biotecnolégico en el que bacterias

acido-lacticas (BAL), como Lactobacillus y Streptococcus, convierten la lactosa
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en acido lactico. Este proceso es clave en la produccién de productos lacteos
fermentados como yogur, kéfir y queso, ya que mejora su textura, sabor y
conservacion. Ademas, la fermentacion lactica aporta beneficios probioticos y

aumenta la biodisponibilidad de nutrientes en los alimentos [15].

Objetivo
Observar y analizar el proceso de fermentacion lactica en productos
lacteos, evaluando la produccion de acido lactico y el crecimiento bacteriano bajo

diferentes condiciones.

Preparacion previa
« Investigar el metabolismo de las bacterias acido-lacticas.
o Conocer las condiciones 6ptimas para la fermentacion lactica.

e Aprender técnicas basicas de anélisis de pH, acidez titulable y crecimiento

bacteriano [16].

Procedimiento

Parte 1: Preparacion del cultivo y medio de fermentacion

1. Seleccion de la cepa bacteriana:

e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus
(para yogur).

e Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium (para kéfir).

2. Preparacion del medio de cultivo:
e Calentar 500 mL de leche pasteurizada a 42°C.
e Agregar 2% de leche en polvo para mejorar la consistencia del producto final.
e Inocular con un cultivo iniciador comercial o una porcion de yogur/kéfir
previamente fermentado.
e Mezclar homogéneamente y dividir en frascos estériles.
Parte 2: Fermentacion y analisis de parametros
A. Proceso de fermentacion
1. Incubar las muestras a 42°C por 6-8 horas para yogur o a 25°C por 24 horas

para kéfir.
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Realizar mediciones cada 2 horas para evaluar los cambios en pH y acidez.
Al final del periodo de fermentacidn, refrigerar las muestras a 4°C para detener

la actividad bacteriana.

B. Medicion de pH y acidez titulable
Extraer 10 mL de la muestra fermentada.
Medir el pH con un potenciometro digital.
Para la acidez titulable:
Tomar 10 mL de la muestra y agregar 3 gotas de fenolftaleina.
Titular con NaOH 0.1 N hasta que aparezca un color rosa tenue persistente.

Registrar el volumen consumido y calcular la acidez como % de 4cido lactico:

L de NaOH .
Acidez (% &cido lactico) = ml de NaOH » 0.09 % 100
volumen de muestra en mL

Comparar los valores de pH y acidez con muestras comerciales [17].

C. Evaluacion del crecimiento bacteriano
Diluir una muestra de 1 mL en 9 mL de solucién salina estéril (1:10).
Realizar diluciones seriadas hasta 1076.
Sembrar 100 pL de cada dilucion en placas con agar MRS.
Incubar a 37°C por 48 horas y contar las colonias formadas.

Expresar los resultados en UFC/mL [18].

Parte 3: Evaluacion sensorial (opcional)
Evaluar las muestras fermentadas en términos de aroma, textura y sabor.
Comparar con productos comerciales mediante una prueba de preferencia

simple.

Resultados de aprendizaje
e Comprender el proceso de fermentacion lactica en productos lacteos.
e Evaluar parametros fisicoquimicos y microbiolégicos en productos

fermentados.
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Identificar la relaciéon entre el crecimiento bacteriano y la produccién de acido
lactico.Normas de seguridad

Usar guantes y gafas de seguridad al manipular cultivos bacterianos.
Desinfectar correctamente el area de trabajo y los materiales utilizados.

No ingerir muestras experimentales sin previo control de calidad.

Cuestionario

¢Cual es el rol de las bacterias acido-lacticas en la fermentacion de productos
lacteos?

¢Como influye la temperatura en la velocidad de fermentacion?

¢Por qué es importante medir la acidez titulable en productos fermentados?

¢Como afecta la fermentacion lactica la conservacion de los productos lacteos?
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CAPITULO VI

Biotecnologia Farmaceéutica
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Historia de la Biofarmacologia

La biotecnologia farmacéutica, un campo interdisciplinario que fusiona los
principios de la biologia, la quimica y la ingenieria, ha surgido como una fuerza
transformadora en la industria farmacéutica moderna [1]. Desde el
descubrimiento de la penicilina en la década de 1920, la biotecnologia ha
revolucionado la forma en que se desarrollan, producen y administran los
medicamentos [2]. En el siglo XXI, la biotecnologia farmacéutica ha alcanzado
nuevas alturas, impulsada por los avances en la gendmica, la proteémica y la
biologia sintética [3].

La biotecnologia farmacéutica se define como el uso de organismos vivos
o sus componentes para producir productos farmacéuticos terapéuticos y de
diagnostico. Esta disciplina abarca una amplia gama de aplicaciones, desde el
desarrollo de terapias basadas en proteinas y anticuerpos monoclonales hasta la
produccion de vacunas y terapias génicas [4]. La biotecnologia farmacéutica
también ha desempefiado un papel crucial en la produccién de insulina
recombinante, hormonas de crecimiento y otros productos biologicos esenciales
[5].

Uno de los mayores logros de la biotecnologia farmacéutica ha sido el
desarrollo de terapias dirigidas. A diferencia de los medicamentos tradicionales,
que a menudo tienen efectos secundarios no deseados, las terapias dirigidas se
centran en objetivos moleculares especificos asociados con una enfermedad en
particular [6]. Esto ha llevado a tratamientos mas eficaces y personalizados para
enfermedades diversas, como el cancer, las enfermedades autoinmunes y las
enfermedades infecciosas [7].

La biotecnologia farmacéutica también ha impulsado la innovacién en el
campo de las vacunas. Las vacunas recombinantes, que utilizan técnicas de
ingenieria genética para producir antigenos vacunales, han demostrado ser méas
seguras y eficaces que las vacunas tradicionales [8]. La biotecnologia
farmacéutica también ha facilitado el desarrollo de vacunas contra enfermedades
que antes se consideraban intratables, como el VIH y el cancer [9].

Ademas de su impacto en el desarrollo de medicamentos y vacunas, la
biotecnologia farmacéutica ha revolucionado la produccion de productos

biolbgicos.
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Los biorreactores, que son sistemas de cultivo a gran escala que utilizan
células vivas para producir productos biologicos, han permitido la producciéon
eficiente y rentable de terapias basadas en proteinas y anticuerpos monoclonales
[10]. La biotecnologia farmacéutica también ha mejorado la calidad y la seguridad
de los productos biologicos, lo que ha llevado a tratamientos més seguros y
eficaces para los pacientes [11].

A pesar de sus numerosos logros, la biotecnologia farmacéutica enfrenta
desafios importantes. Uno de los principales desafios es el alto costo de desarrollo
y produccion de productos bioldgicos. Los productos biolégicos son mas
complejos de producir que los medicamentos tradicionales, lo que se traduce en
costos mas elevados [12]. Otro desafio es la regulacion de los productos
biolégicos, que requiere enfoques especializados debido a su complejidad y
variabilidad propia [13].

En los tltimos ainos, la biotecnologia farmacéutica ha experimentado un
crecimiento sin precedentes, impulsado por los avances en la gendmica, la
protedmica y la biologia sintética. Estas tecnologias han abierto nuevas vias para
el descubrimiento y desarrollo de terapias innovadoras [14]. La biotecnologia
farmacéutica también ha desempeniado un papel crucial en la lucha contra la
pandemia de COVID-19, facilitando el desarrollo de vacunas y terapias eficaces
en tiempo récord [15].

La biotecnologia farmacéutica se ha convertido en una piedra angular de
la industria farmacéutica moderna. Desde el desarrollo de terapias dirigidas y
vacunas recombinantes hasta la produccion de productos biologicos esenciales,
la biotecnologia farmacéutica ha transformado la forma en que se tratan y
previenen las enfermedades. A medida que la biotecnologia continia avanzando,
podemos esperar nuevas innovaciones y descubrimientos que mejoraran la salud

humana y el bienestar en las proximas décadas.

Biofarmacos

Origen
La biotecnologia, con su capacidad para manipular los procesos biologicos
a escala molecular, ha abierto un abanico de posibilidades sin precedentes en el

campo de la medicina. Entre sus logros mas destacados se encuentran los
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biofarmacos, una clase de medicamentos innovadores que han transformado el
tratamiento de numerosas enfermedades y han impulsado un cambio de
paradigma en la industria farmacéutica. Los biofArmacos tienen sus raices en los
albores de la biotecnologia moderna, cuando los cientificos comenzaron a
comprender y manipular el co6digo genético de los organismos vivos. El desarrollo
de técnicas de ADN recombinante en la década de 1970 marcé un hito crucial,
permitiendo la producciéon de proteinas terapéuticas en cantidades suficientes
para su uso clinico [16]. La insulina recombinante, producida por primera vez en
bacterias, fue uno de los primeros biofarmacos en llegar al mercado,
revolucionando el tratamiento de la diabetes [17].

A medida que avanzaba la biotecnologia, se lograron avances significativos
en la produccién de otros biofarmacos, como la hormona de crecimiento, los
factores de coagulacion y las eritropoyetinas. Estos medicamentos, derivados de
organismos vivos y producidos mediante procesos biol6gicos complejos, ofrecian
ventajas significativas sobre los farmacos tradicionales de sintesis quimica,

especialmente en el tratamiento de enfermedades cronicas y complejas.

Definicion y caracteristicas distintivas

Los biofarmacos se definen como productos farmacéuticos terapéuticos o
de diagnostico cuya sustancia activa se produce a partir de un organismo vivo o
sus componentes celulares [18]. A diferencia de los farmacos quimicos, que se
sintetizan mediante reacciones quimicas, los biofarmacos son moléculas grandes
y complejas, como proteinas, anticuerpos monoclonales, vacunas, terapias
génicas y células terapéuticas.

Una de las caracteristicas distintivas de los biofarmacos es su alta
especificidad y su capacidad para interactuar con objetivos moleculares
especificos en el organismo. Esto les permite actuar de manera mas precisa y
selectiva que los farmacos quimicos, lo que se traduce en una mayor eficacia y
una menor incidencia de efectos secundarios [19].

Ademas, los biofarmacos suelen ser mas complejos de producir que los
farmacos quimicos, ya que requieren procesos bioldgicos altamente controlados
y tecnologia de punta. Esto se debe a que los organismos vivos utilizados para
producir biofarmacos son sensibles a las condiciones ambientales y pueden

generar variaciones en la calidad del producto final.
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Relevancia economica y aplicaciones clinicas

Los biofarmacos han adquirido una relevancia econémica creciente en la
industria farmacéutica, representando un mercado global multimillonario y en
constante expansion [20]. Su impacto econdémico se debe no solo a sus altos
precios, justificados por sus costos de desarrollo y produccion, sino también a su
capacidad para mejorar la calidad de vida de los pacientes y reducir los costos
sanitarios a largo plazo.

En cuanto a sus aplicaciones clinicas, los biofarmacos han revolucionado
el tratamiento de una amplia gama de enfermedades, incluyendo el cancer, las
enfermedades autoinmunes, las enfermedades infecciosas, las enfermedades
raras y las enfermedades genéticas [21]. Algunos ejemplos destacados de
biofarmacos ampliamente utilizados son los anticuerpos monoclonales para el
tratamiento del cancer y las enfermedades autoinmunes, las terapias biologicas
para la artritis reumatoide y la psoriasis, y las vacunas recombinantes para la

prevencion de enfermedades infecciosas.

El futuro de los biofarmacos

El campo de los biofairmacos contintia evolucionando rapidamente,
impulsado por los avances en la biotecnologia, la genémica, la protedémica y la
biologia sintética. Se espera que en los proximos afios se desarrollen nuevos
biofarmacos atin mas innovadores y eficaces, dirigidos a enfermedades que hasta
ahora carecian de tratamientos adecuados.

Ademas, se estan realizando esfuerzos para mejorar la eficiencia y reducir
los costos de produccion de los biofarmacos, lo que podria hacerlos mas
accesibles para los pacientes en todo el mundo. También se esta trabajando en el
desarrollo de biosimilares, versiones genéricas de biofArmacos cuyos derechos de
patente han expirado, lo que podria aumentar la competencia y reducir los
precios.

Los biofarmacos representan una de las innovaciones mas trascendentales
en la historia de la medicina. Su capacidad para tratar enfermedades complejas y
mejorar la calidad de vida de los pacientes ha transformado la practica médica y
ha abierto nuevas vias para la investigacion y el desarrollo de terapias mas

personalizadas y eficaces. A medida que la biotecnologia contintia avanzando, es
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de esperar que los biofarmacos sigan desempenando un papel cada vez mas

importante en el futuro de la medicina.

Practica 1. Simulaciéon virtual de estrategias de
busqueda de nuevos farmacos a través de

programas de la creacion de modelos de proteinas

Introduccion

El desarrollo de la practica de laboratorio acerca de la bisqueda de nuevos
farmacos se realizara in silico, mediante programas especificos para el cribado
molecular (Docking molecular) como Chimera, Avogadro, Autodock y AutoDock
Vina. La busqueda de los nuevos acoplamientos moleculares de potenciales
nuevos farmacos dependera de la computadora y la disponibilidad de bsqueda

de informacioén bibliografica.

Fundamentos

El acoplamiento molecular es una técnica computacional utilizada en el
campo de la bioinformatica y la quimica computacional para predecir la
interaccion entre moléculas, como farmacos y proteinas [22]. Su objetivo
principal es simular y predecir la forma en que dos moléculas interactian entre
si, especialmente como un ligando (por ejemplo, un fArmaco) se une a un receptor
(por ejemplo, una proteina) de manera especifica y con una alta afinidad [23].

Existen dos tipos principales de acoplamiento molecular:

Docking flexible (Flexible Docking): En este enfoque, tanto el ligando
como el receptor se consideran flexibles, lo que significa que se permite cierta
flexibilidad en sus estructuras durante la simulacion. Esto tiene en cuenta los
posibles cambios conformacionales que pueden ocurrir en las moléculas
durante la interaccion [24].

Docking rigido (Rigid Docking): En este caso, el ligando y el receptor se
consideran rigidos, sin permitir cambios conformacionales significativos

durante la simulacion. Aunque es menos computacionalmente intensivo,
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puede pasar por alto algunos aspectos importantes de la interaccion molecular

[25].

Aplicaciones del Docking Molecular

Descubrimiento de Farmacos: El acoplamiento molecular se utiliza
extensamente en la industria farmacéutica para predecir la afinidad y la
eficacia de un ligando potencial con su objetivo biolégico, lo que ayuda a
acelerar el proceso de descubrimiento de nuevos medicamentos [26].

Disefio de Farmacos: Permite la optimizacion de moléculas existentes o el
diseno de nuevas moléculas que se unan de manera especifica a sus objetivos,
mejorando asi la selectividad y eficacia de los farmacos [27].

Estudios de Interacciones Moleculares: No solo se aplica a farmacos, sino que
también se utiliza para estudiar interacciones moleculares en otros contextos
biologicos, como enzimas y sustratos, proteinas y acidos nucleicos, entre otros
[28].

Perspectivas a Futuro

El cribado molecular (docking molecular) contribuye a mejorar las
técnicas de acoplamiento molecular en términos de precision y capacidad
predictiva, especialmente mediante la incorporacion de modelos mas avanzados
y datos experimentales [29]. Adema4s, la inclusién de la dinamica molecular, que
simula el movimiento y cambio en las estructuras moleculares con el tiempo,
podria proporcionar una representacion mas realista de las interacciones
moleculares [30].

Por otro lado, la aplicacion de técnicas de inteligencia artificial, como el
aprendizaje profundo, podria mejorar la capacidad del acoplamiento molecular
para predecir interacciones moleculares de manera mas precisa [31]. Finalmente,
se espera que el acoplamiento molecular contribuya al desarrollo de terapias
personalizadas, donde los tratamientos se disenan especificamente para los

perfiles genéticos y moleculares tinicos de los pacientes.
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Objetivo

Desarrollar el acoplamiento molecular de principios activos de plantas en

busqueda potenciales nuevos agentes terapéuticos con el uso de herramientas

bioinformaticas.

Preparacion previa

Biologia Molecular: Comprender la estructura y funcion de proteinas,
acidos nucleicos y otras biomoléculas relevantes.

Quimica Organica: Conocer los grupos funcionales, las reacciones quimicas
y las propiedades de las moléculas organicas, especialmente aquellas que
actiian como ligandos.

Farmacologia: Entender los conceptos de afinidad, selectividad, agonismo,
antagonismo y como los farmacos interactiian con sus objetivos biologicos.
Bioinformatica: Conocer las bases de datos de estructuras moleculares
(PDB), software de visualizacion molecular y herramientas de analisis de

datos.

Procedimiento

Seleccion de la Proteina y Preparacion del Receptor
Accede al Protein Data Bank (PDB) en www.rcsb.org.
Busca y descarga la estructura tridimensional de la proteina de interés en
formato PDB.
Abre el archivo PDB en un visor molecular o software de visualizacion como
PyMOL o Chimera.
Elimina moléculas de agua, iones y otros heterodtomos que no sean relevantes

para el docking.

Preparacion del Ligando

5.

Selecciona o disenia la molécula pequena (ligando) que se va a acoplar al
receptor.
Descarga la estructura tridimensional del ligando, preferiblemente en formato

SDF (Structure Data File) o mol2.
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7. Puedes usar herramientas como Open Babel para convertir el formato del

ligando si es necesario.

Preparacion del Sistema
8. Alinea la molécula pequena (ligando) y la proteina en un tnico archivo,
asegurandote de que las coordenadas estan en el mismo sistema de
referencia.
9. Ajustala protonacion y la asignacion de estados de ionizacion de la proteina

segun las condiciones fisiologicas deseadas.

Seleccion del Software de Docking
10. Elije un programa de docking molecular. Algunas opciones populares
incluyen AutoDock, AutoDock Vina, DOCK, Glide, entre otros.
11. Instala y configura el software segun las instrucciones proporcionadas por el

desarrollador.

Configuracion de Parametros del Docking
12. Define los parametros de btisqueda y los ajustes especificos del programa de
docking (tamaio de la cuadricula, nimero de poses a generar, etc.).
13. Establece las restricciones o condiciones especificas del experimento, si es

necesario.

Ejecucion del Docking
14. Inicia la simulacion de docking utilizando el software seleccionado.
15. Monitoriza el progreso de la simulacion y guarda los resultados para su

posterior analisis.

Analisis de Resultados
16. Evalua las poses generadas para identificar la conformacion mas probable del
complejo ligando-receptor.
17. Analiza las energias de interaccién y otros parametros para seleccionar las

poses mas prometedoras.
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Validacion y Optimizacion
18. Valida los resultados del docking utilizando informacion experimental si esta
disponible.
19. En caso necesario, realiza simulaciones de dinAmica molecular para refinar la

interaccion ligando-receptor.

Interpretacion y Visualizacion
20. Visualiza y analiza los resultados utilizando herramientas de visualizacién
molecular.
21. Identifica interacciones clave, como puentes de hidrégeno, interacciones

i6nicas y regiones hidrofdbicas.

Resultados de aprendizaje

e El estudiante conoce sobre los principios fundamentales del Docking
molecular y como se utiliza para predecir las interacciones entre ligandos y
receptores.

e Los estudiantes tienen la capacidad para descargar, visualizar y preparar
estructuras tridimensionales de proteinas y ligandos desde bases de datos
como el Protein Data Bank (PDB).

e Losestudiantes ejecutan simulaciones de docking molecular y comprensién de
los procesos involucrados en la generacion de poses de interaccion ligando-

receptor.

Normas de seguridad

e Para permitir la seguridad de los alumnos que realizan la practica descrita, se
deben seguir las siguientes normas:

e No comer, tomar bebidas, fumar, ni mascar chicle.

e No correr ni empujarse dentro del laboratorio de computacion.

e No cepillarse el cabello ni aplicarse maquillaje.

e Mantener un entorno de trabajo tranquilo y libre de distracciones durante la
practica virtual.

e Asegurarse de tener acceso estable a Internet para evitar interrupciones

durante la practica.
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e Iniciar sesion en la plataforma virtual designada para la practica utilizando tus
credenciales proporcionadas por el docente.

e Participar activamente en todas las actividades virtuales, incluyendo
discusiones, simulaciones y ejercicios practicos.

e No realizar actividades no éticas, como la manipulaciéon indebida de datos o la
copia de trabajos de otros estudiantes.

e Manejar los datos genéticos de manera confidencial y respeta la privacidad de
la informacion.

e Nodescargar, compartir o utilizar datos de manera no autorizada.

e Nointentar acceder a informacién no relacionada con la préctica virtual.

e Informar al docente de comportamientos sospechosos o problemas de
seguridad.

e Cumplir con los plazos asignados para la entrega de tareas y actividades.

e Alterminar la practica, desconectarse completamente de la plataforma y cerrar
todas las aplicaciones relacionadas.

e Limpiar el espacio de trabajo antes y después de utilizarlo.

e No obstruir el paso entre las mesas, ni las salidas del laboratorio de

computacién

Cuestionario

e ¢Qué es el acoplamiento o cribado molecular y cual es su importancia en el
diseno de farmacos?

e Describe brevemente los tipos de programas bioinformaticos utilizados para el
modelado de proteinas y qué informacion se requiere para su uso.

e ¢Qué son las bases de datos de estructuras de proteinas (como el PDB) y como
se utilizan en el proceso de disefio de farmacos?

e (¢Cudl es la diferencia entre el acoplamiento molecular (docking) flexible y
rigido?

e (Cuales son los criterios clave que se consideran al evaluar la calidad de un
modelo de proteina y la interaccion farmaco-proteina en simulaciones in

silico?
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Practica 2. Extraccion de principios activos de

plantas con potencial biofarmacéutico

Introduccion

La préactica de extraccion de principios activos tendra una duracién de tres
semanas, en funcion de la cantidad de muestras analizadas por cada grupo de

estudiantes y los resultados que se obtendran al final de la practica.

Fundamentos

La extraccion de principios activos de plantas, un campo con raices
historicas en la medicina tradicional contintia siendo una técnica fundamental en
la busqueda de compuestos bioactivos con propiedades terapéuticas [32]. Las
plantas medicinales, utilizadas ancestralmente para tratar diversas
enfermedades, albergan una vasta diversidad de compuestos quimicos que han
despertado un creciente interés en la investigacién farmacéutica [33]. Su
importancia radica en su capacidad para contribuir significativamente al
descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos, abarcando desde la
identificacion de compuestos bioactivos hasta su relevancia cultural y

sostenibilidad [34].

Diversidad de Compuestos Bioactivos

Las plantas medicinales son una fuente prolifica de compuestos quimicos,
incluyendo alcaloides, flavonoides, terpenoides y polifenoles, entre otros [35].
Estos compuestos exhiben propiedades farmacoldgicas diversas, como
actividades antimicrobianas, antiinflamatorias, antioxidantes y analgésicas [36].
Los principios activos extraidos de las plantas pueden poseer una amplia gama
de propiedades, desde antimicrobianas y antioxidantes hasta antiinflamatorias,
analgésicas y antitumorales, lo que los convierte en candidatos prometedores

para el desarrollo de farmacos [37].

Métodos de Extraccion y Seleccion de Solventes
La extraccion de principios activos se lleva a cabo mediante diversos

métodos, siendo los méas comunes la maceracion, la percolacion, la destilacion y
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la extraccion con solventes [38]. La eleccion del método depende de la naturaleza
de los compuestos a extraer, asi como de factores como la polaridad y la
estabilidad de los compuestos objetivo [39]. Los solventes més utilizados en la
extraccion de principios activos incluyen el etanol, metanol, agua y mezclas de

solventes, cuya seleccion se basa en la polaridad de los compuestos objetivo [40].

Ensayos de Actividad Biol6gica y Avances Tecnolégicos

Los principios activos extraidos se someten a ensayos de actividad
biolégica para evaluar su eficacia y seguridad. Estos ensayos pueden incluir
pruebas in vitro e in vivo para determinar propiedades farmacologicas
especificas, como la actividad antimicrobiana, la capacidad antioxidante o la
actividad antiinflamatoria [41]. Los avances tecnologicos, como la espectroscopia
de resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectrometria de masas, han
revolucionado la identificacion y caracterizacion de compuestos, acelerando el
proceso de descubrimiento de principios activos y facilitando la investigacion en

el campo de la farmacologia y 1a medicina [42].

Objetivo
Obtener un extracto crudo de alcaloides de una droga y realizar ensayos de

caracterizacion.

Preparacion previa

Botanica: Identificaciéon y clasificacion de plantas medicinales, conocimiento de
las partes de las plantas y sus funciones.

Fitoquimica: Estudio de los compuestos quimicos presentes en las plantas
(alcaloides, flavonoides, terpenoides, etc.), sus propiedades y funciones
biolégicas.

Farmacognosia: Ciencia que estudia las drogas naturales y sus componentes,
incluyendo su origen, identificacion, propiedades y usos.

Quimica Organica: Comprension de los grupos funcionales, las reacciones
quimicas y las propiedades de las moléculas organicas, especialmente aquellas

que actiian como principios activos.
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Técnicas de Extraccion: Conocimiento de los diferentes métodos de

extraccion (maceracion, percolacion, destilacion, extraccion con solventes, etc.) y

sus fundamentos.
Seguridad en el Laboratorio: Normas de seguridad, manejo de productos

quimicos y equipos de laboratorio.

Procedimiento

Preparacion de reactivos

e Reactivo de Dragendorff

o

Mezclar 21,3 mL de 4cido nitrico (d =1,42) con suficiente agua -
destilada para hacer 62 mL.

En 20 mL de esta solucién se disuelven 5 g de subnitrato de bismuto.
Por separado, se disuelven 31,2 g de yoduro de potasio en 69 mL de
agua.

Mezclar luego ambas soluciones

e Reactivo de Mayer.

O

O

O

Pesar 1,258 g de cloruro mercurico se disuelven en 60 mL de agua.
Disolver 5 g de yoduro de potasio en 20 mL de agua.

Mezclar ambas soluciones y aforar a 100 mL con agua.

Preparacion de extractos

O

Pesar 2.5 gramos de la droga vegetal y depositar en un Erlenmeyer de

250 mL.
Anadir 25 mL de etanol al 70% y agitar por 60 minutos en un agitador

mecanico.

Filtrar y el filtrado depositarlo en un balén aforado de 25 mL

Aforar con etanol al 70%.

Extraccion y caracterizacion de alcaloides

e A 25mL de un extracto alcoholico de la planta, afiadir 75 mL de CIHal1 % y 1

g de sulfato de sodio.

e Filtrar y alcalinizar con KOH al 10 %.
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e Extraer la soluciéon en embudo separador 2 x15 mL de acetato de etilo. El -

acetato de etilo se divide para los siguientes ensayos:

Concentrar una alicuota en bafio de agua y realizar una cromatografia
en capa delgada, corriendo en acetato de etilo-etanol (1:1) y revelando
con solucion reactiva de Dragendorff.
e Concentrar una alicuota a sequedad. Anadir 1 mL de HCl al 1 % y realizar el
ensayo de Dragendorff y Mayer en tubos de ensayo.

e Observar los resultados y anotarlos en una hoja de registro.

Resultados de aprendizaje

e Los estudiantes podran identificar diversas plantas medicinales,
comprendiendo la diversidad de compuestos bioactivos presentes en ellas.

e Los estudiantes estaran en la capacidad de seleccionar solventes apropiados
basados en la polaridad de los compuestos a extraer, demostrando
comprension de los principios quimicos involucrados en la extraccion.

e Los estudiantes podran Interpretar los resultados obtenidos durante la
extraccion y las pruebas de actividad biolégica, relacionando la presencia de

compuestos especificos con las propiedades terapéuticas potenciales.

Normas de seguridad
Para permitir la seguridad de los alumnos que realizan las practicas aqui
descritas, se deben seguir las siguientes normas:
e No comer, tomar bebidas, fumar, ni mascar chicle.
e No correr ni empujarse dentro del laboratorio.
e No cepillarse el cabello ni aplicarse maquillaje
e Siempre usar bata cuando se permanezca en el laboratorio y guantes para el
desarrollo de actividades.
e (Calzar zapatos cerrados y de suela antiderrapante.
e Cuando se empleen los guantes, no tocar objetos de uso comun (interruptores,
manijas de puertas, teclados y mouse de la computadora, entre otros) ni partes
del cuerpo (cara o cabello).

e No pipetear ninguna solucién con la boca.
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No oler directamente, ni probar ninguna sustancia utilizada en el laboratorio.
Limpiar el espacio de trabajo antes y después de utilizarlo.

No obstruir el paso entre las mesas, ni las salidas del laboratorio.

No utilizar material de vidrio dafiado o astillado.

Manejar sustancias toxicas, irritantes, inflamables, cancerigenas o
mutagénicas en las areas destinadas para su uso y con la proteccién adecuada.
No dejar destapados los frascos que contengan sustancias quimicas o algiun
material estéril.

Respetar la asignacion de espacios y reactivos.

Al terminar de trabajar, guardar o entregar el material limpio y seco.

NOTA: Ante una situacion de urgencia dar aviso inmediatamente al

docente a cargo de la asignatura.

Cuestionario

b)

c)

d)

¢Cual es el objetivo principal de la extracciéon de principios activos
de plantas?

Aislar compuestos especificos con actividad biolégica.

Identificar todas las sustancias quimicas presentes en la planta.

Cuantificar la cantidad total de compuestos en la planta.

Estudiar la estructura molecular de los compuestos de la planta.

¢Qué factores pueden influir en la eficiencia de la extraccion de
principios activos?

Tipo de solvente, polaridad de los compuestos, temperatura, tiempo de
extraccion, tamano de particula de la planta.

Presion atmosférica, humedad relativa, fase lunar, tipo de planta, edad de la
planta.

Disponibilidad de equipos de laboratorio, costo de los solventes, experiencia
del investigador, tipo de planta.

Todas las anteriores.

¢Qué técnicas de extraccion se pueden utilizar para obtener

principios activos de plantas?
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a)

b)

c)

d)

a)

b)

a)

Maceracion, percolacién, infusion, decoccion, extraccion Soxhlet, extraccion
asistida por microondas, extracciéon con fluidos supercriticos.

Destilacion, cromatografia, espectrofotometria, electroforesis.

PCR, ELISA, Western blot.

Todas las anteriores.

¢Qué criterios se deben considerar al seleccionar un solvente para
la extraccion de principios activos?

Polaridad de los compuestos a extraer, solubilidad de los compuestos en el
solvente, toxicidad del solvente, costo del solvente, facilidad de evaporacion.
Disponibilidad del solvente, precio del solvente, color del solvente, olor del
solvente.

Todas las anteriores.

¢Qué pasos se deben seguir para preparar un extracto de planta
para su analisis?

Filtracion, concentracion (evaporacion del solvente), liofilizacién (opcional),

reconstituciéon en un solvente adecuado.

b) Maceracion, filtracion, dilucién, centrifugacion.

c)

Molienda, tamizado, extraccion, cromatografia.

d) Ninguna de las anteriores.
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CAPITULO VII

Biologia General

P
4



Introduccion

La biologia es la ciencia que estudia la vida en todas sus formas y
manifestaciones. Desde los organismos més pequenos, como las bacterias y los
virus, hasta los mas complejos, como las plantas, los animales y los seres
humanos, la biologia busca comprender los procesos que permiten la existencia,
el desarrollo, la reproduccion y la evolucion de los seres vivos [1]. Esta disciplina
no solo se enfoca en los organismos individuales, sino también en las
interacciones que establecen entre si y con su entorno, abarcando desde el nivel
molecular hasta los ecosistemas globales [2].

Uno de los pilares fundamentales de la biologia es la célula, considerada la
unidad béasica de la vida. Todas las formas de vida estan compuestas por una o
mas células, las cuales llevan a cabo funciones esenciales como el metabolismo,
la reproduccidén y la respuesta a estimulos. A partir de este concepto, la biologia
se ramifica en diversas areas de estudio, como la genética, que explora como la
informacién hereditaria se transmite de generacidon en generacion; la ecologia,
que analiza las relaciones entre los organismos y su ambiente; y la fisiologia, que
investiga el funcionamiento de los sistemas biolégicos [3].

Ademss, la biologia tiene una conexion inherentemente profunda con la
teoria de la evolucidon, planteada por Charles Darwin en el siglo XIX.
Investigaciones recientes han evidenciado que los procesos evolutivos, tales como
las mutaciones y la deriva genética, siguen modelando la biodiversidad en
respuesta a alteraciones ambientales [4].

Hoy en dia, la biologia se ha transformado en una disciplina
interdisciplinaria que se nutre de areas como la quimica, la fisica, las matematicas
y la computacion. Progresos tecnologicos, tales como la secuenciacion genética,
la ingenieria genética y la biologia sintética, han transformado nuestra
percepcion de la vida y han generado nuevas oportunidades en campos como la
medicina, la agricultura y la preservacion del medio ambiente. Por ejemplo,
técnicas como CRISPR-Cas9 han facilitado la modificacién de genomas con una
exactitud nunca antes vista, brindando capacidad para tratar enfermedades
genéticas y optimizar cultivos [5].

En conclusién, la biologia no solo nos facilita comprender el
funcionamiento de los organismos vivos, sino que también nos proporciona

recursos para enfrentar retos mundiales, tales como el cambio climatico, las
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enfermedades en ascenso y la seguridad en la alimentacion. Es una disciplina en
permanente cambio que nos incita a descubrir los enigmas de la vida y a meditar

sobre nuestro espacio en el universo natural.

Antecedentes

La Biologia General es fundamental debido a que proporciona la
informacién correspondiente a los principios bioldgicos que abarcan desde la
organizacion molecular hasta la ecologia y evolucion de los organismos [2]. En
los ultimos anos, la biologia ha experimentado avances significativos, impulsados
por investigaciones que abarcan desde la comprension de la relaciéon genotipo-
fenotipo hasta estudios sobre biodiversidad y ecologia [3].

La biologia es una de las asignaturas mas antiguas de la civilizacion,
permitiendo que la estudien personajes como Aristételes quien realiza las
primeras clasificaciones de los seres vivos, pero es en el siglo XVII cuando la
invencion del microscopio la biologia toma fuerza y logra llevar a otro nivel
visualizando la vida a nivel celular [1]. Mas tarde, en el siglo XIX, la teoria de la
evolucion de Charles Darwin y las leyes de la herencia de Gregorio Mendel
sentaron las bases de la biologia moderna [5].

En el siglo XX la ciencia marca un punto clave como la estructura del ADN,
revolucionando la genética y dando paso al desarrollo de la biotecnologia,
convirtiéndose asi en una disciplina evolutiva permitiendo dar un viaje a través
de la biologia molecular, la bioinformatica y la ecologia, que buscan comprender

mejor los procesos vitales y su relacién con el medio ambiente [4].

Practica 1. Normas Generales para el Uso del

laboratorio de Biologia General

Cumplir las normas de laboratorio permite garantizar la seguridad de
todos los estudiantes y personal docente, evitando la prevenir accidentes y
asegurar el correcto desarrollo de las practicas. Las normas se dividen en,
personales, manejo o manipulaciéon de equipos y materiales, orden y limpieza,

conducta y emergencias.
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Fundamentos

El laboratorio de Biologia General es un espacio fundamental para el
aprendizaje y la aplicacion de conceptos biolégicos. Sin embargo, también puede
ser un entorno con riesgos potenciales si no se toman las precauciones adecuadas.
Las normas de laboratorio son esenciales para garantizar la seguridad de todos
los usuarios, mantener el orden y la limpieza, y asegurar la integridad de los
experimentos [6].

Seguridad en el laboratorio

Riesgos bioldgicos
e Manejo de microorganismos: Uso de técnicas de asepsia, eliminacion
adecuada de cultivos [7], [8].
« Manejo de muestras biologicas: Precauciones con sangre, tejidos y fluidos

corporales [9], [10].

Riesgos quimicos
« Sustancias toéxicas, corrosivas, inflamables: Almacenamiento,
manipulacion y eliminacion segura [11], [12].
« Reactivos: Uso de guantes, gafas de proteccion y campanas de extracciéon

[13], [14].

Riesgos fisicos
« Equipos y materiales: Uso correcto de microscopios, centrifugas, etc. [15],
[16].
o Incendios: Manejo de mecheros, salidas de emergencia [17], [18].

o Lesiones: Uso de objetos punzantes, cristales rotos [19], [20].

Objetivo
Aprender las medidas de seguridad que se debe tener en el laboratorio de
Biologia General, con la finalidad de proteger la salud de quienes ocupan el

laboratorio.
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Preparacion previa

Para prepararse adecuadamente para la practica de laboratorio sobre Normas
del laboratorio de Biologia General, el estudiante debe realizar las siguientes
tareas:

1. Leer y comprender la guia de practicas: Revisar detenidamente el material
proporcionado por el profesor, incluyendo los objetivos de la practica, el
fundamento teoérico y los procedimientos a seguir.

2. Investigar los conceptos basicos: Familiarizarse con los términos clave
relacionados con la seguridad en el laboratorio, los riesgos biologicos,
quimicos y fisicos, y las normas generales de laboratorio.

3. Preparar el equipo de proteccidon personal (EPP): Asegurarse de contar con los
elementos necesarios, como bata de laboratorio, gafas de proteccién y guantes,
en caso de que sean requeridos.

4. Repasar las técnicas de laboratorio: Recordar las técnicas basicas de manejo
de materiales y equipos, asi como los procedimientos de limpieza y eliminacion

de residuos.

Procedimiento

Introduccion teérica
e El docente presentara y explicara las normas de seguridad del laboratorio,
incluyendo:
e Riesgos bioldgicos, quimicos y fisicos.
e UsodeEPP.
e Procedimientos de emergencia.
e Manejo de residuos.

e Se discutiran ejemplos de situaciones de riesgo y como prevenirlas.

Recorrido por el laboratorio
El docente guiara a los estudiantes en un recorrido por el laboratorio,
sefialando:
e Ubicacién de equipos de seguridad (extintores, botiquin, lavaojos).
e Almacenamiento de productos quimicos y biolégicos.

« Areas de trabajo y equipos de laboratorio.

pagina 127/



Salidas de emergencia.

Uso de equipos de proteccion personal (EPP)
Se demostrara y practicara el uso correcto de la bata de laboratorio, gafas de
seguridad y guantes.
Se explicara la importancia de utilizar los EPP adecuados para cada tipo de

actividad.

Simulacién de situaciones de emergencia
Se simularan situaciones de emergencia, como derrames de productos
quimicos o accidentes con material bioldgico.

Se practicaran los procedimientos de respuesta y primeros auxilios.

Técnicas de asepsia y eliminacion de residuos
Se demostrardn y practicaran técnicas de asepsia para prevenir la
contaminacion en los experimentos.
Se explicara la clasificacion y eliminacion adecuada de residuos (biologicos,

quimicos, punzocortantes).

Actividades practicas
Los estudiantes realizaran actividades practicas relacionadas con las normas
de seguridad, como:
Identificacion de riesgos en el laboratorio.
Uso de equipos de laboratorio (microscopio, centrifuga) siguiendo las normas
de seguridad.

Simulacién de limpieza de derrames.

Resultados de aprendizaje

Al finalizar esta practica de laboratorio, los estudiantes seran capaces de:
Conocer y comprender las normas de seguridad y bioseguridad en un
laboratorio de biologia general, incluyendo la identificacion de riesgos

biolégicos, quimicos y fisicos.
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e Aplicar correctamente las normas de vestimenta, higiene y comportamiento
dentro del laboratorio, demostrando responsabilidad y conciencia sobre los
riesgos.

o Utilizar de manera adecuada los equipos de proteccidon personal (EPP), tales
como guantes, gafas de proteccion y batas de laboratorio, comprendiendo su
importancia para la prevencion de accidentes.

e Identificar y clasificar los diferentes tipos de residuos generados en el
laboratorio, asi como los procedimientos correctos para su eliminacién,
contribuyendo al mantenimiento del orden y la limpieza.

e Comprender y seguir los protocolos establecidos para el manejo de sustancias
quimicas y reactivos, incluyendo su almacenamiento, manipulacion y
eliminacion segura.

e Actuar de manera adecuada ante situaciones de emergencia, como derrames,
incendios o lesiones, aplicando los procedimientos establecidos y
comunicando los incidentes de manera oportuna.

e Desarrollar habilidades de trabajo en equipo y comunicacion efectiva dentro
del laboratorio, fomentando un ambiente de colaboracién y respeto entre los
compaferos.

e Internalizar la importancia del cumplimiento de las normas del laboratorio
para garantizar la seguridad de todos los usuarios, la integridad de los

experimentos y el cuidado de los equipos e instalaciones.

Normas de seguridad

Normas generales

e No, se permitira comer, beber, fumar o maquillarse.

e No se deberan guardar alimentos en el laboratorio, ni en las heladeras que
contengan sustancias quimicas.

o Sedebera utilizar vestimenta apropiada para realizar trabajos de laboratorio y
el cabello recogido (guardapolvo preferentemente de algodén y de mangas
largas, zapatos cerrados, evitando el uso de accesorios colgantes).

o Es imprescindible mantener el orden y la limpieza. Cada persona es
responsable directa de la zona que le ha sido asignada y de todos los lugares

comunes.
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o Las manos deben lavarse cuidadosamente después de cualquier manipulaciéon
de laboratorio y antes de retirarse del mismo.

e No se deben bloquear las rutas de escape o pasillos con equipos, maquinas u
otros elementos que entorpezcan la correcta circulacion.

e Todo debe estar identificado correctamente

o El almacenamiento en estanteria debe ser tal que garantice que todo este
colocado en una forma estable.

e Se debe respetar la altura libre de un metro entre el tltimo elemento estibado

y el techo

Normas para residuos

e El material de vidrio roto, contaminado no se deposita con los residuos
comunes. Se descartd en bolsa amarilla envuelta en papel.

o El que sea necesario reparar se entregara limpio al taller.

o Esta prohibido descartar liquidos inflamables o toxicos o corrosivos o material
biologico por los desagiies de las piletas, sanitarios o recipientes comunes para
residuos.

o En cada caso se deberan seguir los procedimientos establecidos para la gestion
de residuos.

e Cuando sea necesario manipular grandes cantidades de materiales inflamables
(maés de 5 litros.) Debera tener a mano un extintor apropiado para ese material.

e Cuando se trasvase material combustible o inflamable de un tambor a un
recipiente mas pequeiio, realice una conexion con una cadena del tambor a
tierra y con otra entre el tambor y el recipiente de manera de igualar

potenciales y eliminar la posible carga estatica.

Normas para almacenamiento seguro
« No almacene en estantes sobre mesadas 6 en altura sustancias corrosivas,
toxicas, inflamables, irritantes, etc . Los estantes en altura donde se coloquen
materiales deben contar con una baranda de contencién para evitar accidentes
por.
e Almacene sustancias quimicasen estantes bajo mesadas. Deben ser
mantenidas en bandejas de material adecuado, capaces de contener el volumen

derramado.
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Los cilindros de gases comprimidos y licuados deben asegurarse en posicion
vertical con pinzas, grapas y correas o cadenas a la pared en sitios de poca
circulacion, protegidos de la humedad y fuentes de calor, de ser posible en el

exterior.

Cuestionario

¢Cual es la razoén principal para el uso de Equipo de Proteccion

Personal (EPP) en el laboratorio?

a. Verse profesional y presentable.

b. Cumplir con los reglamentos de la universidad.

C. Proteger al personal de riesgos bioldgicos, quimicos y fisicos.
d. Evitar danar la ropa personal con manchas.

¢Qué acciones debes tomar si accidentalmente derramas un producto

quimico en la piel?

a. Limpiarlo rapidamente con una toalla de papel.

b. Lavar la zona afectada con abundante agua y jabon, y notificar al
instructor.

C. Aplicar un neutralizador quimico y cubrir la zona con un vendaje.

d. Ignorar la situacion si la cantidad derramada es pequena.

¢Como se deben desechar los materiales contaminados con
microorganismos?

a. En la basura comun, ya que los microorganismos mueren
rapidamente fuera del cuerpo.

b. En contenedores especiales para residuos biologicos, siguiendo las
indicaciones del laboratorio.

c. Por el desagiie, después de enjuagar con abundante agua.

d. En bolsas de plastico, cerradas herméticamente.
¢Qué debes hacer antes de manipular cualquier equipo o reactivo en
el laboratorio?

a. Asumir que su uso es intuitivo y proceder con precaucion.

b. Leer las instrucciones y/o consultar con el instructor para
comprender su correcto funcionamiento y precauciones.

c. Observar como otros companeros lo utilizan y replicar sus acciones.
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d. Utilizarlo rapidamente para ahorrar tiempo y avanzar con la
practica.

¢Por qué es importante mantener el area de trabajo limpia y

ordenada?
a. Para evitar perder materiales y facilitar la basqueda de objetos.
b. Para prevenir accidentes, contaminaciones y garantizar un

ambiente de trabajo seguro.
c. Para cumplir con los estdndares de higiene del laboratorio.

d. Todas las anteriores.

Practica 2. Uso adecuado y mantenimiento del

microscopio

Fundamentos

El microscopio es un instrumento 6ptico que permite observar objetos y
estructuras diminutas, invisibles a simple vista. Amplia la imagen de la muestra,
revelando detalles que de otro modo pasarian desapercibidos [21].
Existen diferentes tipos de microscopios, pero el mas comun en laboratorios de
biologia general es el microscopio 6ptico compuesto. Este utiliza un sistema de
lentes para aumentar la imagen y funciona mediante la refraccién de la luz [22].
El microscopio 6ptico compuesto consta de varios componentes principales,

como los que se observan a la figura:
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Figura 3
Partes de un microscopio
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Lentes oculares: Son las lentes a través de las cuales se observa la muestra.
Tiene como mision aumentar la imagen producida por el objetivo. Su aumento
viene sefialado por una cifra y el signo X (4X, 10X, 40Xy 100X) [23].
Objetivos: Son las lentes que se encuentran mas cerca de la muestra y
proporcionan el primer aumento. Es el elemento 6ptico mas importante,
puesto que es el que produce la imagen aumentada del objeto, esta imagen,
ademas, la observamos invertida (el objetivo funciona como una camara
fotografica) de ahi que, lo que observamos a la derecha de la preparacion se
encuentre realmente a la izquierda y viceversa [24].

Platina: Es la plataforma donde se coloca la muestra [25].

Condensador: Concentra la luz y la dirige hacia la muestra [26].

Fuente de luz: Proporciona la iluminacion necesaria para visualizar la
muestra [27].

Tornillos macrométrico y micrométrico: Se utilizan para enfocar la
imagen [28].

El microscopio es una herramienta esencial en biologia, ya que permite el
estudio de células, tejidos, microorganismos y otras estructuras microscopicas.
Su correcto uso y mantenimiento son fundamentales para obtener resultados

precisos y confiables en las observaciones [29].
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Objetivo
Capacitar a los estudiantes en el conocimiento de la estructura y el manejo

del microscopio compuesto.

Preparacion previa

Lectura y comprension de la guia de practicas
Lee detenidamente la guia de practicas antes de la sesi6on de laboratorio.
Familiarizate con los objetivos, fundamentos tedricos, materiales y
procedimientos.
Asegtrate de comprender los principios basicos de microscopia, las partes del
microscopio y sus funciones, asi como las técnicas de enfoque y observacion de

muestras.

Investigacién adicional
Consulta fuentes adicionales, como libros de texto, articulos cientificos o
recursos en linea, para ampliar tus conocimientos sobre el microscopio y su
uso.
Busca imagenes o diagramas que te ayuden a identificar las diferentes partes

del microscopio y comprender su funcionamiento.

Preparacion de materiales
Si la practica requiere el uso de muestras biologicas, asegurate de tenerlas
listas y preparadas segun las indicaciones de la guia.
Retne los materiales necesarios, como portaobjetos, cubreobjetos, pipetas,

etc.

Familiarizacion con el microscopio
Si es posible, observa y manipula un microscopio antes de la practica para
familiarizarte con sus partes y mecanismos.

Intenta enfocar una muestra sencilla para practicar las técnicas basicas.
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Precauciones de seguridad

Lee y comprende las normas de seguridad del laboratorio, especialmente
aquellas relacionadas con el uso y cuidado del microscopio.
Utiliza los equipos de proteccion personal (EPP) necesarios, como guantes y

bata de laboratorio.

Disposicion para el aprendizaje

Asiste a la practica con una actitud positiva y disposicion para aprender.
Participa activamente en las actividades propuestas por el profesor y plantea

tus dudas.

Procedimiento

Preparacion del microscopio

Coloque el microscopio sobre una superficie plana y estable, alejada de bordes
y fuentes de calor.

Asegtirese de que el microscopio esté conectado a la corriente eléctrica (si
aplica) o que tenga pilas en buen estado.

Limpie las lentes del objetivo y del ocular con papel para limpieza de lentes. Si

es necesario, utilice una soluciéon limpiadora de lentes.

Enfoque inicial

Baje la platina completamente y coloque el objetivo de menor aumento
(generalmente 4x 0 10x) en posicion de uso.

Encienda la fuente de luz del microscopio y ajuste la intensidad luminica.
Coloque la muestra preparada en la platina, asegurandola con las pinzas.
Mire a través del ocular y ajuste los tornillos macroscopico y micrométrico para
enfocar la muestra. Comience con el tornillo macroscopico para un enfoque

grueso y luego utilice el micrométrico para un enfoque fino.

Observaciéon con mayor aumento

Una vez que haya enfocado la muestra con el objetivo de menor aumento,

puede cambiar a un objetivo de mayor aumento (generalmente 40x).
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Ajuste nuevamente el enfoque con los tornillos macroscépico y micrométrico
si es necesario.

Centre la imagen moviendo la platina.

Uso del objetivo de inmersiéon (100x)

Si necesita observar detalles mas pequenos, puede utilizar el objetivo de
inmersion (100x).

Coloque una gota de aceite de inmersion en el cubreobjetos, justo encima de la
muestra.

Gire el revolver para colocar el objetivo de inmersiéon en posicion de uso,
asegurandose de que toque el aceite.

Ajuste el enfoque con el tornillo micrométrico.

Ajuste de la iluminacion

Ajuste el diafragma del condensador para controlar la cantidad de luz que llega
a la muestra. Un diafragma mas abierto proporciona mas luz y contraste,
mientras que un diafragma mas cerrado reduce la luz y aumenta la
profundidad de campo.

Ajuste la intensidad de la fuente de luz para obtener una imagen clara y

brillante.

Observacion y registro

Observe la muestra a través del ocular y realice dibujos o tome fotografias si es
necesario.

Anote cualquier observacion relevante sobre la muestra.

Finalizacion de la observacion

Baje la platina completamente.

Gire el revélver para colocar el objetivo de menor aumento en posiciéon de uso.
Apague la fuente de luz del microscopio.

Retire la muestra de la platina.

Limpie las lentes del objetivo, el ocular y la platina con papel para limpieza de

lentes.
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Cubra el microscopio con una funda protectora para evitar la acumulacién de

polvo.

Mantenimiento y cuidado del microscopio

No toque las lentes con los dedos.

Utilice inicamente papel para limpieza de lentes para limpiar las lentes.

No fuerce los tornillos ni las piezas moéviles.

Transporte el microscopio sujetandolo por el brazo y la base.

Guarde el microscopio en un lugar seco y libre de polvo.

Realice mantenimiento preventivo periédico, como la limpieza de las lentes y

la lubricacion de las piezas moviles.

Resultados de aprendizaje

Construye e interpreta los procesos y patrones naturales y las consecuencias
del desarrollo anormal del ciclo celular mediante investigacion vy

autoaprendizaje.

Normas de seguridad

Al finalizar el trabajo, hay que dejar puesto el objetivo de menor aumento en
posicion de observacion, asegurarse de que la parte mecénica de la platina no
sobresale del borde y dejarlo cubierto con su funda.

Cuando no se esta utilizando el microscopio, hay que mantenerlo cubierto con
su funda para evitar que se ensucien y dafien las lentes. Si no se va a usar de
forma prolongada, se debe guardar en su caja dentro de un armario para
protegerlo del polvo.

Nunca hay que tocar las lentes con las manos. Si se ensucian, limpiarlas muy
suavemente con un papel de filtro o, mejor, con un papel de Optica.

No dejar el portaobjetos puesto sobre la platina si no se esta utilizando el
microscopio.

Después de utilizar el objetivo de inmersion, hay que limpiar el aceite que
queda en el objetivo con panuelos especiales para éptica o con papel de filtro
(menos recomendable). En cualquier caso, se pasara el papel por la lente en un

solo sentido y con suavidad. Si el aceite ha llegado a secarse y pegarse en el
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objetivo, hay que limpiarlo con una mezcla de alcohol-acetona (77:3) o xilol. No
hay que abusar de este tipo de limpieza, porque si se aplican estos disolventes
en exceso se pueden dafar las lentes y su sujecion.

e No forzar nunca los tornillos giratorios del microscopio (macrométrico,
micrométrico, platina, revélver y condensador).

e El cambio de objetivo se hace girando el revolver y dirigiendo siempre la
mirada a la preparacion para prevenir el roce de la lente con la muestra. No
cambiar nunca de objetivo agarrandolo por el tubo, ni hacerlo mientras se esta
observando a través del ocular.

e Mantener seca y limpia la platina del microscopio. Si se derrama sobre ella
algin liquido, secarlo con un pafio. Si se mancha de aceite, limpiarla con un
pano humedecido en xilol.

e Esimportante limpiar y revisar siempre los microscopios al finalizar la sesion

préctica y al acabar el curso, encargar un técnico un ajuste y revision general.

Cuestionario

e ¢Cual es la funcion principal del condensador en el microscopio

optico?

a. Ampliar la imagen de la muestra.

b. Concentrar la luz y dirigirla hacia la muestra.

c. Ajustar la intensidad de la luz.

d. Proteger el objetivo de la muestra.

e ¢Qué diferencia hay entre los tornillos macrométrico y
micrométrico?

a. El macrométrico se utiliza para enfocar objetos grandes y el micrométrico

para objetos pequenos.
b. El macrométrico acerca o aleja el objetivo de la muestra y el micrométrico

realiza ajustes finos del enfoque.

C. El macrométrico ajusta la intensidad de la luz y el micrométrico el
contraste.
d. No hay diferencia, ambos tornillos cumplen la misma funcién.

e ¢Qué objetivo se debe utilizar para observar detalles mas pequeiios
de una muestra, como bacterias?

a. El objetivo de menor aumento (4x).
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b. El objetivo de 10x.
C. El objetivo de 40x.
d. El objetivo de inmersién (100x).
e ¢(Por qué es importante limpiar las lentes del microscopio después
de su uso?
a. Para evitar que se rayen las lentes.
b. Para eliminar restos de muestras o aceite de inmersion que puedan danar
las lentes.
c. Para asegurar una mejor calidad de imagen en futuras observaciones.
d. Todas las anteriores.
e ¢Qué precauciones se deben tomar al transportar el microscopio?
a. Sujetarlo por el brazo y la base con ambas manos.
b. Utilizar una funda protectora para evitar golpes y acumulacién de polvo.
c. No inclinarlo para evitar que se caigan las lentes.
d. Todas las anteriores.
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