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PRÁCTICA  DE LABORATORIO
BIOLOGÍA Y GEOLOGÍA 1º BACHILLERATO
OBSERVACIÓN DE CÉLULAS EN DIVISIÓN 

OBJETIVOS

· Observación de las fases de la mitosis en células de la raíz de la cebolla.

· Adiestrarse en el uso de técnicas de observación microscópica.

FUNDAMENTO

La mitosis es un proceso clave de la división celular. En ella, el material genético, previamente duplicado, se organiza en cromosomas y son repartidos equitativamente en las dos células hijas en formación.
La raíz de la cebolla es un buen material para observar este proceso, puesto que en el meristemo apical, las células se dividen a gran velocidad, lo que aumenta la probabilidad de detectar células en mitosis.

Los cromosomas, como la mayoría de los componentes celulares, son invisibles al microscopio si no les aplicamos una tinción específica. Para teñir los cromosomas, usaremos orceína, que es un colorante de color rojo violáceo que se extrae de forma natural de diversos líquenes.
MATERIALES

· Microscopio                                  
· Portaobjetos

· Cubreobjetos

· Lanceta estéril

· Tijeras

· Pinzas finas y de madera
· Frasco lavador

· Mechero de alcohol

· Papel de filtro

· Vaso de precipitados

· Vidrio de reloj

· Orceína A y Orceína B

· Agua

· Raíces de cebolla
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METODOLOGÍA
1. Tres o cuatro días antes de la sesión de laboratorio, debes hacer crecer las raíces de cebolla. Para ello, pon una cebolla sobre un vaso de precipitados con agua, sujeta con dos o tres palillos. Sólo la parte inferior debe quedar en contacto con el agua.
2. Una vez crecidas las raíces, corta con las tijeras unos 2-3 mm del extremo de las mismas y deposítalo en un vidrio de reloj en el que previamente has vertido unas gotas de orceína A.

3. Calienta el vidrio de reloj a la llama del mechero durante 8 minutos, dando suaves pasadas y evitando la ebullición. Si la orceína se evapora, añade unas gotas más. Debes evitar que la muestra se queme.

4. Coloca la muestra sobre un portaobjeto con unas pinzas, y añade una gota de orceína B. Espera 1 minuto.

5. Pon el cubreobjetos sobre la raíz. Ahora presiona sobre la muestra para extender las células del meristemo. Para ello, da unos golpes secos con un dedo sobre el cubre, con cuidado de no romperlo. Después coloca unas tiras de papel de filtro sobre la preparación, y aprieta con el pulgar aumentando progresivamente la presión.
6. La preparación está ahora lista para observarse al microscopio. Recuerda que debes empezar por el objetivo de menos aumentos.

ACTIVIDADES
· ¿Para qué hemos usado la orceína?
· ¿Has observado células en mitosis? ¿En qué fases de la misma se encuentran? En caso afirmativo, dibuja estas células tal y como las observas al microscopio con el objetivo de más aumento.

· ¿Has observado alguna célula en citocinesis? Dibújala.

· ¿Has observado células en el proceso inicial de la división mitótica? (Estas células presentan un núcleo de aspecto reticulado y relativamente grande) En caso afirmativo, dibuja estas células.

· En caso de que no hayas conseguido observar la mitosis ¿qué ha podido fallar? Analiza de forma crítica todos los pasos que has seguido, y trata de detectar posibles errores.

           INTERFASE

         PROFASE

      METAFASE 
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                               ANAFASE                                   TELOFAFASE
PREPARACIÓN DE LOS COLORANTES: TINCIÓN CROMOSOMAS

1ª FORMA

Orceína A
0.  Orceína…………………………………………………………………..………………………2 g

1.  Ácido acético (45%)…………………………………………..…………………….45,8 ml

2.  Ácido clorhídrico 1 mol/l…………………………………………………………….8,3 ml

3.  Agua…………………………………………………………………...…………………..45,8 ml

Orceína B
1. Orceína…………………………………………………………………………..…………….…2 g

2. Ácido acético (45%).……………………………………………………...…………….55 ml

3. Agua…………………………………………………………………..………………………..55 ml

Se disuelve la orceína en caliente a 60ºC en ácido acético al 45%, teniendo la precaución de refrigerar continuamente los vapores para no variar la concentración; esto se consigue calentando la mezcla en un Erlenmeyer cerrado mediante un tapón de goma perforado a través del cual se pasa un serpentín de refrigeración.
2ª FORMA
Solución madre a partir de orceína madre

3. Calentar 110 ml de ácido acético glaciar en un vaso de precipitado de 250 ml

3. Cuando empieza la ebullición se añaden 4 g de orceína y se mantienen en una ebullición suave durante 10 minutos.

3. Dejar enfriar hasta la temperatura ambiente.

3. Añadir agua hasta 200 ml y filtrar.

Solución Orceína A (clorhídrica)

Añadir a 126 ml de solución madre 14 ml de HCl

Solución Orceína B

A los 74 ml restantes añadir 74 ml de ácido acético al 45 %.






