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REGLAS DE SEGURIDAD EN EL LABORATORIO

W/

Localizar todos los equipos de seguridad como extinguidores, lavador de

0jos, regaderas, etc.

Proteger los ojos si trabajara con reactivos corrosivos, peligrosos o con luz
ultravioleta.

Usar bata de laboratorio, lo protegera del material corrosivo o blanqueador.
Nunca pipetee con la boca o pruebe algun reactivo.

No fumar, comer o beber en el laboratorio.

El pelo largo de preferencia recogerlo.

No usar sandalias con los pies descubiertos.

No colocar los libros o cuadernos en el area de trabajo.

Reporte cualquier dafio o accidente en el laboratorio.

Pregunte al maestro cualquier duda en el manejo de reactivos y/o equipos.
Todos los reactivos pueden ser un riesgo para la salud, trabaje con
cuidado.

La mayoria de las practicas de este laboratorio usan reactivos cancerigenos
0 toxicos, asi como agentes potencialmente patdégenos, trabaje con

seriedad y cuidado.
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> En caso de contaminarse con algun reactivo lavarse con agua rapidamente
y avisar al maestro.
PRACTICA No. 1

METODOS DE ESTUDIO DE LA EMBRIOLOGIA
Duracioén 6 horas

INTRODUCCION:

TECNICA DE MONTAJE PARA EMBRIONES DE POLLO EN BLOCK:

METODO:

El periodo de desarrollo del pollo dura 21 dias aproximadamente, cuando se incuba
a 37°C. El tipo de segmentacion para este caso es meroblastica: ésta termina unas
horas después de la puesta con la formacién del escudo embrionario.

La formacion del surco primitivo (homoélogo al blastoporo) se refiere a una
invaginacion de las células del blastodermo cuyo movimiento hacia dentro dara
origen a las tres capas embrionarias, al arquenteréon y mas adelante al notocordio.
Las referencias posteriores a términos como pliegues neurales y cefalicos, tienen
gue ver con la formacion del tubo neural.

El plegamiento del ectodermo y mesodermo extraembrionario origina las
membranas extraembrionarias, que corresponden a: amnios, alantoides y el corion.
Las somitas son bloques de tejido en que estan divididos el mesodermo, dispuestos
longitudinalmente a cada lado del notocordio. Cada somita forma un bloque
muscular (miotomo), una porcién del riidn (nefrotomo) y contribuye a la formacion
del esqueleto axial (esclerotomo) y de la dermis.

COMPETENCIA:

Aplicar correctamente, algunos métodos de estudio de la embriologia para
establecer la importancia de los diferentes métodos de estudio y presentar
resultados en forma oral y escrita con una actitud cientifica y critica.

MATERIAL:

Huevos de gallina.

1 cajas de Finger Bowl.

1 estuche de diseccion.

1 cuchara sopera.

Cajas de petri (Una para cada embrion)
Papel filtro.

Un termoplato.
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Tijeras
Pipeta Pasteur

REACTIVOS:

500 ml de solucién salina al 9%.
Reactivos de Bouin (fijador)
Alcohol etilico al 70%.

METODOLOGIA:

1. Obtencion de huevos de gallina

2. Prepare laincubadora y establezca una temperatura de 37°C.

3. Incubar durante 24 horas o mas, dependiendo de la fase de desarrollo que se
quiera obtener.

4. Colocar una solucion de cloruro de sodio (NaCl) al 9% a una temperatura de
25°C, en una caja de finger Bowl.

5. Partir el huevo en dos y colocarlo con mucho cuidado en la caja de Finger Bowl.

6. Se localiza el disco germinal y con unas tijeras se recorta al embrion. El disco
germinal debe estar siempre en la parte superior y central del huevo. Al
blastodermo se le queda anexo una fina pelicula, que es la membrana vitelina.

7. Se toma el disco germinal con una cuchara (espumadera) y se coloca en una
caja de petri que debera tener solucion salina y un papel filtro recortado al
tamano del embrion, donde quedara centrado.

8. Se hacen dos lavados sucesivos con solucion salina, teniendo cuidado de no
tocar el embridn.

9. Se fija en Bouin por un periodo de 24 horas.

10.Pasadas las 24 horas se tira el fijador y se procede a la deshidratacion con

alcohol de diferentes graduaciones (alcohol del 30%, de dos en dos hasta el
absoluto).

NOTA: Para centrar el embrion se corta un papel filtro de diametro de la caja, en el
centro de dicho papel se hace un circulo con el diametro que el embridn requiera 'y
se coloca el embrion.
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Fig. 1 Manera en que debera obtener los embriones de pollo, una vez colocado el
cloruro de sodio a una temperatura de 25°C.

Fig.2 Embrién de pollo en caja de Finger Bowl, con solucién de cloruro de sodio al
9%.
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Fig. 3 Embrion de pollo colocado en una caja de petri, y la preparacion del papel
filtro, que debera ser cortado a la medida del embrion, para su fijacion y siguiente
procesamiento.
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Fig. 4 Forma en que debe colocarse el papel filtro, una vez cortado en la caja de
petri.

Método de coloracion en block:

Deshidratacién de embriones segun Carmegio.

La fijacion de las piezas embrioldgicas siempre se hace en Bouin y por un lapso de
12 a 24 horas, después del cual se procede al lavado en alcoholes, segun la técnica
a seguir.

Alcohol 30% por la mafana
Alcohol 32% por la tarde
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Alcohol 34% por la mafana
Alcohol 36% por la tarde
Alcohol 38% por la mafiana
Alcohol 40% por la tarde
Alcohol 42% por la mafana
Alcohol 44% por la tarde
Alcohol 46% por la mafana
Alcohol 48% por la tarde
Alcohol 50% por la mafiana

Por dos semanas mas, se sigue el mismo procedimiento hasta llegar al alcohol
absoluto.

Alcohol absoluto xileno un cambio de 1 a 3 minutos.*
Xileno un cambio de 3 minutos. *

*Deben ser observados los embriones en forma constante, hasta que queden
transparentes; ya que si no se hace asi, se tiene el riesgo de quemarse el
embrion.

Xileno parafina de 10 a 15 min.
Parafina | (52-54°C) 30 min.
Parafina Il (52-54°C) 30 min.
Parafina Ameraffin 1 hora

Después de éstos pasos se procede a la inclusién y a la obtencién de cortes del
orden de 5 a 8 micras, por medio del microtomo. Los portaobjetos y los cubreobjetos
deben lavarse con alcohol del 96% aunque sean nuevos y secarse perfectamente,
ya lavados los portaobjetos se les unta albumina de Mayer o gelatina. Para el
montaje de los cortes, se introduce el portaobjeto inclinado dentro del bafio de
flotacion que contendra gelatina que se prepara de la siguiente manera:

En un matraz o vaso de precipitado se agregan 500 ml de agua destilada y se cubre
la superficie con un poco de gelatina; mientras se hincha la gelatina, se pone a
calentar agua destilada en un matraz y una vez caliente se agrega al vaso que
contiene a la gelatina, hasta disolver totalmente. Ya disuelta se agrega al bafio de
flotacion, manteniendo una temperatura entre los 40°C. Los cortes se colocan en el
portaobjeto en forma seriada y en el mismo sentido, en el centro del porta; cuidando
gue la superficie brillante quede sobre la superficie de él. Después de colocar los
cortes sobre los portaobjetos, debe secarse el exceso de agua con un trapo limpio
y después debe dejarse la preparacién 10 minutos al aire antes de que se pongan
en la plancha secadora, para que se evapore el agua que permanece bajo los cortes
y estos quedan mas firmemente pegados; dejando posteriormente en la incubadora
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a una temperatura de 37°C por lo menos 24 hrs. Posteriormente se procede a la
aplicacion de la técnica de desparafinacion.

TECNICA DE DESPARAFINACION:

1. Xileno tres cambios de cinco minutos, cada vez. Hasta eliminar totalmente la
parafina.

Alcohol absoluto xileno, tres cambios de cinco minutos, cada vez.

Alcohol absoluto 0 96%, tres cambios de cinco minutos cada vez

Alcohol del 70% tres cambios de cinco minutos cada vez.

Lavar en agua formolada (para una mejor coloracion).

arwn

TECNICA DE COLORACION HEMATOXILINA-EOSINA.

Hematoxilina 1 minuto.

Lave en agua de la llave.

Alcohol acido (vira a color rosa o rojo).

Agua de la llave.

Agua amoniacal (vira a color azul).

Agua de la llave.

Agua destilada.

Eosina un minuto.

. Alcohol del 96%, un cambio de dos minutos.

10. Alcohol absoluto xileno, un cambio de dos minutos.
11. Xileno tres cambios de cinco minutos cada vez.
12.Montar en resina sintética.

NOTA: Es importante observar, que no contengan nada de agua.

©CoNorwWNE

TECNICA DE DAWSON:

La técnica de Dawson es excelente para la demostracion de la formacion del tejido
0seo en los embriones o en los animales pequefios y depende de la aclaracién de
los tejidos blandos con KOH; basada en la tincion del hueso con alizarina y el
emplazamiento de los tejidos corporales por glicerina.

METODO:

1.- Se fijan los embriones o los animales pequefios en alcohol del 96%, durante 48
a 72 horas, la fijacion prolongada en alcohol hace a los tejidos menos vulnerables a
la maceracion por las soluciones causticas de potasas.

2.- En los especimenes preparados por este método, cualquier grasa se saponifica
en el material aclarado como masas blancas y opacas. Por lo tanto hay que extraer
las grasas inmediatamente después de la fijacién por medio de un tratamiento con
acetona durante 2 a 4 dias. Regrese el espécimen al alcohol del 96° por 12 a 24
horas.
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3.- Coloque el espécimen en hidroxido de potasio al 1% hasta que los huesos sean
claros a través del musculo.

4.- Transferir los especimenes al rojo de alizarina al 0.1% en una solucion de KOH
al 1%, el espécimen se deja en la mezcla hasta que los huesos se tifian del color
adecuado, para esto hay que observar al embrién por transluminacion. Si el
colorante es absorbido por la solucién antes de que se haya obtenido la maxima
intensidad, el espécimen puede ser transferido a una nueva solucion. Si el
aclaramiento en potasa caustica ha evolucionado hasta mejor grado, solo el hueso
tomara la tincion.

5.- Coloque luego el espécimen en la siguiente solucién, por tres dias.

Hidréxido de potasio 19
Agua destilada 79 mi
Glicerina 20 ml

6.- Cuando los tejidos estén bien claros y los huesos sean visibles a través de los
musculos, los especimenes se pasan a concentraciones de glicerina de 20%, 40%,
80% y se dejan una semana en cada una.

Finalmente cuando los huesos quedan tefiidos y no hay restos de colorante en los
tejidos se pasa a glicerina pura y se colocan unos granitos de timol como
conservador.

Fig. 5 Técnica Dawson, embrion de cerdo.
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Fig. 6 Técnica de Dawson, embrion de armadillo.

12 | Maria Isabel Montes Pérez



Biologia del Desarrollo

1a

tri

ime

mostrando los planos de s

6n humano,

Fig. 7. Embr

erez

7

ia Isabel Montes P

Mar

13|




Biologia del Desarrollo

PRACTICA No. 2

GAMETOGENESIS
Duraciodn: 6 horas

INTRODUCCION.

La gametogénesis es el proceso de formacidén de gametos en las gbnadas (ovarios
y testiculos), por medio de la meiosis a partir de células germinales. Mediante este
proceso, el nimero de cromosomas que existe en las células sexuales se reduce
de diploide a haploide, es decir, a la mitad del nUmero de cromosomas que contiene
una célula normal de la especie de que se trate. En el caso de los humanos, si el
proceso tiene como fin producir espermatozoides, se le denomina
espermatogénesis y se realiza en las gbénadas masculinas o testiculos. Si el
resultado son O6vulos, se denomina ovogénesis y se realiza en las gonadas
femeninas u ovarios.

CELULAS GERMINALES:

La mayor parte de los organismos pluricelulares presentan dos tipos de células: Las
células somaticas que representan a la parte del organismo que no hereda las
caracteristicas a las nuevas generaciones y las células germinales que representan
caracteristicas genéticas y fenotipicas que las hace diferentes del resto de las
células.

Las células germinales o gametos de los distintos animales, difieren en forma y
tamafno. En ambos sexos existen diferencias muy marcadas en lo que se refiere a
dimensiones, longevidad, nutrientes, etc.

OVULO:

La célula sexual femenina es el 6vulo, originada en el ovario, generalmente es de
forma esférica aunque los hay de forma ovoéide en aves, alargados en lampreas y
peces gonoideos. Su tamafo es también muy variable los hay desde 70 ym hasta
los grandes huevos de reptiles y aves.

Los ovulos presentan muchas caracteristicas que los diferencian de las células
somaticas, todos los 6vulos son mas grandes que el resto de las células, la
disposicion de los organelos es diferente asi como su cantidad, presenta una
disposicion polar bien definida debido a la posicion del nucleo y del vitelo.

Todos los 6vulos, con pocas excepciones, presentan membrana vitelina, algunas
veces con elementos accesorios, presentes de acuerdo a las necesidades
ambientales en los que se desarrollan. En los peces mas primitivos, como
amphioxus, los 6vulos tienen un diametro de 0.1 mm con un nucleo desplazado
hacia el polo animal y con muy poco vitelo en el citoplasma.
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ESPERMATOZOIDES:

Los espermatozoides de los diferentes grupos animales, presentan una gran
variedad de formas. Sin embargo, los espermatozoides de los vertebrados
presentan una estructura comun, la cual se compone de dos partes: la cabezay la
cola. La cola a su vez se divide en cuatro regiones: el cuello, parte media, parte
principal y la parte final. En la cabeza se encuentra el acrosoma y el nucleo muy
condensado donde residen las caracteristicas genéticas. Al acrosoma también se
le da el nombre de casquete anterior.

En los tubos seminiferos los espermatozoides no tienen movilidad hasta que son
transportados al epididimo, donde adquieren su madurez fisiol6gica. En los
vertebrados inferiores, los espermatozoides son mezclados con sustancias
mucoides secretadas en los conductos genitales de los machos. En los mamiferos
existen glandulas que colaboran en la formacion del semen y corresponden a la
préstata y la vesicula seminal. Estas substancias son ricas en fructuosa que
probablemente sirve como nutriente a los espermatozoides.

COMPETENCIA

Identificar al epitelio germinativo en los ovarios y testiculos mediante la observacion
microscopica de laminilla de génadas para identificar los diferentes tipos celulares,
durante el proceso de ovogénesis y espermatogénesis y explicar la importancia de
la relacién morfofisioldgica, con una actitud critica y responsable.

METODO:
A. Andlisis microscopico de ovarios, testiculos y espermatozoides de:

Ovario Testiculo Espermatozoides
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OBSERVACIONES:

Localiza el epitelio germinativo.

Identificara los diferentes tipos celulares.

Establecera las diferencias morfologicas entre los diferentes tipos de células
germinales.

Establecera las diferencias entre los tipos de ovocitos maduros de las especies
observadas en el laboratorio.

Establecera las diferencias entre los tipos de espermatozoides de las especies
observadas en el laboratorio.

METODO TECNICA DE WRIGTH:

1. Colocar una gota de semen en un extremo de un portaobjetos limpio.

2. Con otro portaobjetos hacer un extendido de la gota de semen.

3. Colocar el portaobjetos dentro de una caja petri y agregar un ndmero
determinado de gotas de la solucién colorante de Wright, hasta cubrir el
frotis.

4. Tapar la caja petri y dejar actuar por 10 minutos.

5. Agregar el mismo namero de gotas de la solucion Buffer sobre el frotis sin
lavar el colorante, dejar actuar la solucion por 20 minutos.

6. Eliminar la mezcla de colorante y solucion Buffer lavando con agua destilada.

7. Dejar secar al aire libre, montar con resina sintética y observar.

ACTIVIDADES:

1.- Mediante el uso de bibliografia, elabore el esquema de un espermatozoide
humano, indicando el nombre de las diferentes estructuras.

2.- Observacion in “vitro” de los espermatozoides humanos.

3.- ldentifique e indique las caracteristicas morfolégicas de las espermatogonias,
espermatocitos, espermatides y espermatozoides. Debera poner nombre a todas
las estructuras observadas, técnica, organismo y aumentos.

COMPONENTES DEL SEMEN:

Color. Blanco opalescente.

Densidad: 1.028

pH: 7.35-7.5

Cuenta normal de espermatozoides:

Un promedio de 100 millones / ml, con menos del 20% de formas anormales.
Otros componentes:

Fructosa (1.5 — 6.5 mg/ml., Fosforilcolina, ergotionina, acido ascérbico, flavinas,
inositol, prostaglandinas.

Espermina, acido citrico, colesterol, fosfolipidos, zinc, fibrinogenasa, fosfatasa
acida, fibrolisina, Fosfato, bicarbonato, Hialuronidasa.

RESULTADOS:
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Entregar un informe, que incluya lo siguiente:
1.- Esquemas, con nombre en todas las estructuras observadas, técnica,

aumentos y organismo.
2.- Respuestas al cuestionario anexo.
3.- Respuestas a las preguntas de investigacion bibliografica.

INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA:
1. Indica en forma clara cédmo se originan y se diferencia la génada masculina

(testiculo).
2. ¢A qué se debe la importancia de las células de Sertoli y de las células de

Leydig?

17 | Maria Isabel Montes Pérez



Biologia del Desarrollo

PRACTICA No. 3
FECUNDACION

Duracion: 6 horas

FECUNDACION EN ORGANISMOS ACUATICOS (ERIZO DE MAR).

La observacién del desarrollo embrionario en los organismos acuéticos es de suma
importancia para los Investigadores, técnicos que se dedican a la acuicultura y los
dedicados a la pesca en general, porque comprende varios aspectos del origen de los
organismos, asi como la necesidad de estudiar la biologia del desarrollo, tipo de
reproduccion y ciclos reproductivos de los recursos pesqueros.

Ademas, un aspecto por demas importante, es que los ovocitos de erizo tienen grandes
ventajas en didactica porque son de buen tamafio, transltcidos y faciles de observar,
sobre todo para el proceso de fecundacion, poliespermia; asi como las primeras fases
de desarrollo.

FECUNDACION:

La fecundacion es la fusion de los gametos (6vulos y espermatozoide), seguida de la
uniéon de los dos nucleos de los gametos; esta accion inicia el proceso de desarrollo
embrionario.

La accion del espermatozoide sobre el évulo, estimula a este ultimo para desarrollar la
serie de fendmenos que llevan a la organizacion del nuevo embrién. Por lo tanto, la
fecundacion ejerce funciones de activador sobre el 6vulo. La adicion de cromosomas es
otro aspecto totalmente diferente.

Debe sefalarse que el papel que tiene la fecundaciéon en el ciclo biologico de varios
organismos no siempre es el mismo. Aunque en los metazoos y metafitos la fecundacion
origina el desarrollo del huevo que conducira al embrion.

Uno es la activacion del huevo y el otro es la mezcla de los caracteres hereditarios en la
descendencia. El dltimo aspecto de la fecundacion se llama anfimixia y de hecho cae
dentro de las ciencias genéticas.

COMPETENCIA:

Describir la formacion, estructura de los gametos y su papel en la fecundacion,
mediante la observacion in vitro, para comprender el proceso de meiosis en la
fecundacion en erizo de mas, para definir su importancia en el cultivo de especies
comerciales y protegidas, con un sentido responsable y ético.
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Material y equipo:
e 6 erizos (es necesario conocer previamente la época de desove de las diferentes
especies)
6 vasos precipitados de 300 ml.
6 matraces de 300 ml.
3 pipetas de 5 ml. y 3 pipetas de 1 ml.
3 vidrios de reloj.
3 jeringas de 5 ml.
3 pipetas Pasteur.
Microscopio

Reactivos:
e Agua de mar, decantada o filtrada.
e Sol. KCl al 0.5 mol.
e Gasa.

METODO:

1. Induccion al desove. (Utilizando solucion de KCI de 0.5 Mol).
Para saber si las gonadas estan desarrolladas, se prepara una solucién de KCI de 0.5

Mol y se efectia un muestreo que consiste en inyectar 1 ml. de la solucién a cada erizo
en la parte bucal, y si la gonada esta desarrollada, en un minuto expulsara los 6vulos o
espermatozoides; si el material colectado va a ser utilizado después de 1 o 2 dias, es
recomendable envolverlos en gasa y guardarlos en refrigeracion a 10°C (Fig. 26).

2. Llena 5 matraces con agua de mar hasta el tope.

3. Inyecta 1 ml de solucion de KCI de 0.5 Mol en el labio bucal del erizo.

4. Lava al erizo inyectado, con agua de mar para limpiarle el liquido somatico y el
excremento, y coloca a cada erizo sobre un matraz con el ano hacia abajo; espera
unos minutos.

5. La hembra empieza a expulsar los 6vulos, de color amarillo blanquecino que caen en
el matraz (Fig. 27).

6. El macho expulsa el esperma que cae en el matraz como una nube de color lechoso
y enturbia el agua (Fig. 27).
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Fig.8 Inyeccion de la solucion de KCL de 0.5 ml. Al erizo.

"AL VRN W\

Fig. 9 Hembra y macho en desove.
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Precauciones que se deben tomar en cuenta para el método de inseminacion artificial y
el método de lavado.

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

Examina los ovocitos y utiliza aquellos que estén maduros y de forma esférica.
(No deben emplearse ovocitos obtenidos de hembras inmaduras, ya que éstos
son de forma irregular y de distintos tamafos).

Como una hembra desova de 3 a 5 millones de ovocitos, los que se suspendan
en la superficie del liquido es mejor eliminarlos a la hora del lavado.

Distribuye los ovocitos obtenidos en 6 vasos de precipitado de 300 ml y mide la
temperatura.

Mezcla en un vaso de precipitado el esperma obtenido de 2 o 3 organismos.
Agrega 5 ml de esperma a cada uno de los vasos de precipitado que contienen
los 6vulos; (a este proceso se le denomina inseminacion, y anota en el vaso la
hora exacta de la inseminacion. (Fig. 28)

Una vez realizada la fecundacion, se elimina el excedente de esperma mediante
6 lavados continuos, a intervalos de 10 minutos cada uno, para evitar que el agua
se ensucie y perjudique el desarrollo embrionario.

Durante el lavado elimina los huevecillos que no se sumerjan en el lapso de
reposo de 10 minutos.

Presta atencion a la fluctuaciéon de temperatura durante el desarrollo embrionario
y evita que ésta se eleve a mas de 30 °C.
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Fig. 10 Obtencion de gametos, fecundacion de galleta de mar

OBSERVACIONES AL MICROSCOPIO

1. Ovulo no fecundado y espermatozoide.
Coloca primero en un vidrio de reloj 6évulos no fecundados y observarlos bajo el
microscopio (15x10) y posteriormente agrega una gota de esperma con una pipeta.
Observaras que alrededor del évulo se juntan infinidad de espermatozoides. (Dibuja
un esquema de lo observado) (Fig.11).
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Fig. 11 Infinidad de espermatozoides alrededor del 6vulo.

2. Ovulo fecundado.
Mientras haces el esquema de la Fig. 29 en el transcurso de 10 a 20 minutos se forma
la membrana de fecundacién. Esta empieza a formarse inmediatamente después que
penetra un espermatozoide para evitar la penetracion de otro. (Fig. 12).

Fig. 12 Formaciéon de la membrana de fecundacion.

2. Etapade 2y de 4 células.
Mientras terminas de dibujar el esquema 2, el huevecillo se divide en dos células. La
divisién se termina en aproximadamente 5 minutos. Observa cuidadosamente ese
proceso. Para pasar de la etapa de dos células a cuatro transcurren 30 minutos.
Dibuja esos dos esquemas (Fig. 13).
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Fig. 13 Formacion de 2 y 4 células.

3. Para que te expliques cdmo ocurre la segmentacion del huevecillo, imaginatelo como
el globo terrestre. Las etapas de 2 y 4 células serian como si se partiera al globo
con un cuchillo del polo norte hacia el polo sur, quedando dividido en 4 partes. La
etapa de 8 células seria un corte transversal por el ecuador, quedando 4 células en
el hemisferio norte y 4 en el hemisferio sur, sumando un total de 8 células del mismo

tamafo (Fig. 13).

Fig. 14 Formacion de 8 células.

4. Etapade 16 células.
Para pasar de la etapa de 8 células a 16 células, las 4 células del hemisferio norte se
segmentan longitudinalmente y las 4 del hemisferio sur transversalmente, sumando
un total de 16 células de 3 distintos tamanos: grandes, medianas y chicas. Dibuja
el esquema teniendo en mente lo anterior (Fig. 14).
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Fig. 15 Formacion de 16 células.

6.- Etapa de moérula.
Como la célula inicial se va segmentando a intervalos de 30 minutos, el tamafio de
las células se va haciendo mas pequefio cada vez, y el nimero de éstas es casi
incontable. Esta etapa recibe el nombre de mérula por el parecido que tiene al fruto
de la mora (Fig. 16).

Fig. 16. Etapa moérula.

7.- Etapa de blastula y gastrula.
El embrién da vueltas con la ayuda de los cilios hasta romper la membrana y
eclosionar. Se le denomina blastula, y tiene forma de pelota de baseball.
Posteriormente, empieza la invaginacion, que ocurre como si empujaran el embrién
con un palo por el polo sur. Alli se va formando el origen del intestino. El orificio que
se forma es el blastoporo que posteriormente viene a ser el ano. La boca se forma
cuando la parte A llega a tocar la B (Fig.17)
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Fig. 17. Etapa de géstrula.
8. Larva prismatica.

Como la forma que presenta lalarva es triangular se le denomina prismatica o piramidal.
Debido a que estas larvas se mueven muy activamente dentro del acuario, al
observarlas al microscopio es conveniente colocarlas en un vidrio de reloj. Los puntos
Ay B anteriores han llegado a unirse y se abre el orificio de la boca (Fig. 18)

Fig. 18 Larva prismatica.

9. Larvas pluteus.
Al igual que en el caso anterior estas larvas son muy activas. Observa primero este
movimiento con bajo aumento de 5 x 10 y observa en la larva su formacion

esquelética y pigmentacién (Fig. 19).

26 | Maria Isabel Montes Pérez



Biologia del Desarrollo

Fig. 19 Larva pluteus.

ACTIVIDADES:

Localiza el epitelio germinativo.

Identificara los diferentes tipos celulares.

Establecera las diferencias morfolégicas entre los diferentes tipos de células
germinales.

Establecera las diferencias entre los tipos de ovocitos maduros de las especies
observadas en el laboratorio.

Establecera las diferencias entre los tipos de espermatozoides de las especies
observadas en el laboratorio.

Obtener los gametos masculinos y femeninos de erizo de mar y realizar la
fecundacion in vitro.

Observar la membrana de fecundacion y los consecuentes estadios de desarrollo.
Esquemas, con nombre en todas las estructuras observadas, técnica, aumentos
y organismo.

Realizara laminillas fijas con las divisiones celulares obtenidas, a partir de la
fecundacion realizada en clase.
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PRACTICA No. 4
SEGMENTACION

Duracioén: 6 horas

INTRODUCCION.

Una de las caracteristicas de la reproduccion sexual en los animales, es que su compleja
estructura pluricelular, se origina a partir de una sola célula: el évulo fecundado; ésta
célula unica, ahora llamada zigoto o huevo se transforma en un cuerpo pluricelular, que
se caracteriza por un drastico aumento en sus actividades respiratorias y sintéticas la
cual tiene lugar al principio del desarrollo y se logra mediante varias divisiones celulares
(MITOSIS), lo que corresponde al proceso de Segmentacion.

Las células resultantes de las primeras divisiones de la segmentacion no son
especializadas en su mayor parte y permanecen por igual sin especializacion metabdlica,
dado que su actividad sintética esta adaptada, antes que para actividades moleculares
especializadas, para la reproduccion de DNA y de las proteinas requeridas para la
division celular. Después de algunas divisiones celulares sincronizadas el embrion se
asemeja a una mora, de ahi el nombre de morula, de aqui en adelante las divisiones
celulares pierden su sincronia dependiendo de la cantidad de vitelo (yema) que se
presente.

Con el tiempo el embridon en proceso de segmentacion desarrolla una cavidad central
denominada blastocele denominandose entonces etapa de blastula, iniciandose cambios
importantes a nivel bioquimico, que permiten comunicaciones celulares en nuevas y
diferentes formas.

COMPETENCIA:

Comprender la formacion y estructura del proceso de segmentacion mediante la
observacion de material fijado y laminas histolégicas, para reconocer diferencias entre
grupos de vertebrados y su aplicacidén en la embriologia experimental, con una actitud
critica y responsable.

TRABAJO PRACTICO:

DESARROLLO EMBRIONARIO DE ANFIBIOS.
MATERIAL:

e 1 jeringade 1 ml. (insulina)

e Estuche de diseccion

e Portaobjetos excavados.
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REACTIVOS:

e 0.5 ml. De progesterona en solucion.
e 100 ml. De solucion Holfreter.

METODO:
INDUCCION AL DESOVE:
1.- Succionar 1 ml de la inyeccion con la jeringa, y sacar el aire.

2.- Inyectar a la rana, tomando con una mano las patas de la rana y con la cabeza baja,
e inyectar a través de la piel y del masculo abdominal, hasta la cavidad del cuerpo, en
uno de los cuartos abdominales inferiores. Presionar el émbolo de la jeringa lentamente
para evitar dafiar los érganos internos con la solucién, y sacar con sumo cuidado la
jeringa, limpiando con una torunda de algodén suavemente.

3.- Coloque al animal en un frasco o recipiente adecuado, con poca agua.
4.- La ovulacion dependera de la temperatura a la que se mantenga el animal.

5.- Después de tiempo requerido se procede a “ordefar” al animal para forzar el desove.
La hembra limpia se toma de las patas traseras con una mano, manteniéndola con el
dorso hacia arriba; la otra mano se coloca con la palma hacia abajo sobre la cabeza,
apretando el cuerpo del animal por detras de las patas anteriores. Entonces, con las
patas traseras ligeramente dobladas hacia abajo, se comprime suavemente el abdomen,
ejerciendo la presion hacia la cloaca, extrayendo asi algunos huevos, se suspende el
ordefio y se coloca al animal en su recipiente. Para preparar la suspension de esperma,
se procede de la misma manera que la ovulacién.

6.- Una vez que se han obtenido espermatozoides y ovocitos, previamente identificados
en el microscopio, se juntan ambos en una caja petri, se remueven y se dejan reposar
unos 20 a 30 minutos. Cuidando que no haya excesiva cantidad de espermatozoides por
ovulo (poliespermia).

7.- Transferir los huevos a diferentes cajas petri conteniendo una solucion recién
preparada de Holfreter y observar su desarrollo. La gradual hinchazon de la ganga que
circunda los huevos, ademas de la evidencia de la inseminacion manifiesta por la
rotaciéon de los huevos, con los polos pigmentados hacia arriba. ElI primer plano de
divisibn empieza antes de terminar la primera. Se desechan los huevos moteados o
rotos.

8.- Fijar los diferentes estadios de desarrollo.
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9.- Esquematizar los diferentes estadios de desarrollo.

Fig. 20 Representacion esquematica de la manera como se debe llevar a cabo la
inyeccion de la hormona o glandula pituitaria.

Fig. 21 Desove o Expulsién de gametos por presion.

30 | Maria Isabel Montes Pérez



Biologia del Desarrollo

o : Espermatozoides
> Ovulos
Q Capsula Gelaﬁnosa\@
fecundado
N o E'“""“@(

Girino

Fig. 22 Ciclo de vida de anfibio.
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SEGHMENTACION
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PRACTICA No. 5
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GASTRULACION

Duracién: 6 horas
INTRODUCCION:

Los anfibios poseen huevos de tipo heterolecitos, por lo que presentan una
segmentacion total que rdpidamente se hace desigual, de manera que pasando el estado
de seis blastomeros las divisiones se hacen asincronicas, dividiéndose el polo animal
con mas rapidez que el vegetativo. En total este proceso dura unas 24 horas, quedando
el germen de unas 5000 a 6000 células. La blastula resultante es una celoblastula
irregular.

Durante la gastrulacion observamos la formacion de las siguientes estructuras:

1.- Labio dorsal del blastoporo. Surco curveado, formado por invaginaciones en medio
de la linea de union del micro y el macromeros.

2.- Labios laterales del blastoporo. Labio dorsal que toma forma de herradura debido a
gue desciende lateralmente hacia el polo vegetativo.

3.- Tapon vitelino. Circulo que queda cuando los labios laterales del blastoporo se unen.
Desaparece cuando todo el vitelo es reabsorbido.

Con base en lo anteriormente mencionado inicia en el embrion uno de los periodos mas
criticos de su desarrollo y que corresponde a la etapa de gastrulacion. Hasta este
momento, la evolucion del desarrollo de la mayor parte de los animales se ha encontrado
bajo la direccidn de las instrucciones de derivacion materna y de los procesos que se
llevaron a cabo en el huevo antes de la fecundacion. La gastrulacion se caracteriza por
profundos rearreglos, aunque bien ordenados, de las células en el embrién, Uno de los
principales cambios durante la gastrulacién temprana es la adquisicion que realizan las
células para experimentar movimientos morfogenéticos dirigidos, reorganizando al
embrién (Tabla 1), los cuales ocasionan la reordenacién del embrion a partir de la
blastula, a una etapa que se caracteriza por la presencia de tres capas germinales.

COMPETENCIA:
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Compara la estructura de la gastrula en diferentes vertebrados para establecer las
diferencias estructurales y funciones mediante la observacion de material fijado y
laminillas histoldgicas, para establecer su importancia en la organogénesis con un
sentido responsable y ético.

ACTIVIDADES:

Tabla 1. Describe los movimientos de la gastrulacion que involucran al embrién en su
totalidad y da un ejemplo de cada uno de ellos.

TIPO DE
MOVIMIENTO DESCRIPCION EJEMPLO

INVAGINACION

INVOLUCION

EPIBOLIA

INGRESION

DELAMINACION

2. Analisis microscopico de las preparaciones de los diferentes estadios de desarrollo
embrionario.

3. Identificaciéon de estructuras.
4. Elaboracion de esquemas.

PRACTICA No. 6
NEURULACION
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Duracion: 6 horas

INTRODUCCION

Después de los movimientos morfogenéticos, el futuro destino en el desarrollo del
embrion depende en consecuencia, de las interacciones inductoras entre estos grupos
celulares recién asociados; de tal forma que el fenédmeno inductor primario estriba en la
influencia que ejerce el notocordio o cordamesodermo en el ectodermo suprayacente,
dando lugar a la transformacion de una banda de células ectodérmicas no
especializadas, en el primordio del sistema nerviosos central; iniciando el proceso de
neurulacion.

La neurulacion por lo general se considera como el periodo de desarrollo que comienza
al presentar los primeros indicios de formacion de la placa neural y que concluye con el
cierre del tubo neural.

Neurulacion:

1. Placa neural: Achatamiento de la region dorsal situada encima de la hendidura
blastoporal.

2. Pliegues medulares: Engrosamiento y levantamiento de los bordes de la placa neural.

3. Tubo nervioso: Aproximacion de los pliegues medulares.

4. Placa sensorial: Elevaciones en forma de cresta del ectodermo de cada uno de los
pliegues neurales.

5. Protuberancia oOptica: Se desarrolla a ambos lados de la placa sensorial cuando se
unen las placas neurales.

6. Invaginacion estomodea: Surco formado durante la unidn de las placas neurales, el

cual divide a la placa sensorial en dos arcos mandibulares

COMPETENCIA:

Identificar las estructuras que conforman las neurulas de diferentes tipos de vertebrados
mediante la observacion microscépica de laminillas histolégicas de aves y anfibios, para
entender el origen del sistema nervioso y su importancia de la fisiologia del mismo, con
una actitud critica y ética.

DESARROLLO EMBRIONARIO DE AVES
MATERIAL:
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Embriones de aves obtenidos en la practica nimero 1.

METODO:

Fig. 24 Aparato reproductor de ave y corte histoldgico de ovario.

Regién donde se .
desarrollara Albimina

Fig.25 Huevo de ave mostrando sus estructuras.

Tabla 2. Cronoldgica que indica la aparicion de los principales caracteres morfolégicos
de la ontogenia del pollo.
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TIEMPO Caracteres morfologicos TIEMPO Caracteres morfologicos

18 h Linea primitiva completa, 45 h Arcos aorticos | y II.
prolongacion cefalica

20 h Repliegue cefalico anterior. 48 h 25-26 pares de somitas, fin de la
linea primitiva, repliegue
amniotico posterior.

24 h 4 pares de somitas, pliegues 56 h Inicio de los esbozos de los
medulares salientes. miembros, arcos aorticos I, Il, y
[l.
26 h Inicio de la soldadura de los 60 h Inicio de la alantoides.

pliegues neurales.

33 h 12-13 pares de somitas, 72 h 37-39 pares de somitas, poro
cerebro completo, repliegue amnidtico, alantoides
amnioético anterior, corazén externamente visible, arcos
diferenciado, arco aortico. aorticos I, II, lll, y IV.

37h Movimientos cardiacos, inicio 96 h Amnios definitivo, embrién
de la torsién colocado sobre el flanco

izquierdo, somitas completas,
arcos aorticos Ill, IV, Vy VL.

In Memory of Viktor Hamburger: 1900-2001
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Fig. 26 Principales estadios de desarrollo del huevo de gallina.
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Fig. 27 Segmentacién en aves.
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Fig. 28. Gastrulacion en aves.
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Fig. 29 Formacién del tubo neural.
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PRACTICA No. 7
ANEXOS EMBRIONARIOS Y PLACENTA

Duracion: 6 horas
INTRODUCCION

En general se puede decir que los anexos embrionarios son todos los tejidos o
estructuras que se desarrollan a partir del cigoto pero que no forman parte del embrion
propiamente dicho. Esto en los mamiferos Eutheria incluye ciertos elementos como la
placenta y el corddén umbilical (membranas fetales) (Ruiz, 1988).

Los anexos embrionarios suplen las necesidades fisiolégicas durante el desarrollo
ontogénico (Ruiz, 1988).

La mayoria de los anamniotas depositan sus huevos en el agua. Pero hay otros grupos
de vertebrados megaleciticos (reptiles, aves y monotremas) que los depositan en la
tierra. Se caracterizan por poseer amnios que es una modificacion de la pared corporal
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extraembrionaria (somatopleura), que forma una cavidad llena de liquido donde
permanece el embrién (Ruiz, 1988).

La funcion evolutiva més obvia del amnios es propiciar un habitat acuatico local, para un
embrion que debe permanecer en medios no acuaticos. El amnios se desarrolla antes
de que se forme el cuerpo del embrion y persiste hasta el nacimiento. El corion o serosa
se forma durante el cierre de los pliegues amniéticos a partir de la porcion de la pared
corporal extraembrionaria que forma el amnios. El desarrollo del celoma
extraembrionario, separa completa o0 incompletamente a la somatopleura
extraembrionaria (amnios y corion) de la esplacnopleura extraembrionaria (saco vitelino
y diverticulo alantoideo) (Ruiz, 1988).

COMPETENCIA:

Compara la estructura y funcion de los anexos embrionarios y la placenta de diferentes
vertebrados mediante la observacion de material fresco y laminillas histologicas para
diferenciar y entender su importancia en las adaptaciones para terminar el desarrollo de
los organismos y su aplicacion en el manejo de especies comerciales con una actitud
responsable y de respeto.

METODO

MATERIAL:

Preparaciones fijas de érganos y embriones de diferentes especies.
Un microscopio por persona.

1 estereoscopio por equipo.

1 estuche de diseccion.

Portaobjetos excavados.

METODO:

1.- Analisis microscépico de las preparaciones de los diferentes estadios de desarrollo
embrionario.

2.- ldentificacion de estructuras.

3.- Elaboracién de esquemas.
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CUESTIONARIO

1. ¢Qué tipo de membranas o anexos se encontraron en los embriones observados?
2. Explica la importancia de estas estructuras para el embrion.
3. Mediante la elaboracion de esquemas, sefiala cada uno de los anexos.
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Fig. 30 Formacién de las membranas extraembrionarias.
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