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INTRODUCCION

A pesar de que hoy en dia 1a mayoria de 1os docentes

admiten la necesidad de una renovacidn pedagdgica  en 1la
enseﬁanza, lo ciertm 25 que las mﬁltiples tentativas
realizadas en dicho sentido, no ham cuajado en un  modelo
didactico aplicable a la generalidad de los Centros
educativos. En el campo de la ensefianza de las Ciencias las
tentativas han -sidc, por 1lo general, éeciaracinnes de
principio acerca ﬁel método cientifico, de las matmdwlmg{aﬁ
activas y de la necesidad de rebajar la extensién de 1los
contenidos, para valorar, por e) contrarion, el! desarrollo de

las diferentes cépacidades, habitos y actitudes.

En este sentido, los fedactcres del presénte Informe se
plantearon la necesidad de llevar a cabo una investigacidn de
innovacidn educativa que intentase clarificar las
posibilidades reales de utilizar una metadelmg{a activa vy
coherente para la ensefianza de la Riologia en el Curso de

Orientacidn Universitaria.

El +trabajo desarrollado por este equipo comenzo a
principios del curso académico 82/873. Pretendfamcs concretar
una alternativa didactica que, partiendo de las concepci ones
genrales acerca del papel del PBachillerato "y COU en 1la

formacién del joven, posibilitase un cambio real en 1la
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practica educativa.

El proyecto partid del anidlisis de la realidad docente de

los Centros, la cual a nuestro juicio, podria resumirse en:

1.~ Pwlarizaciéﬁ en la doceﬁcia magistral.

2.- El trabajo dccente‘ se limita | a proporcionar
conccimientos ya elaborados para su apréndizaje por los
alumnos. |

3.- Se establece come simbolo representativo de un
determinadq‘ nivel, exclusivamente la cantidad de

informacidén almacenada.

Se trataba, por tanto, de colocar a los alumnos, en la
medida de lo posible, en situacidn de producir conocimientos
y explorar alternativas, superando ¥la mera asimilacidn de
informacion que estos deben memorizar y repetir. Concebiamos

la actividad de loz alumnos como un cuadruple didlogo: con

las cosas mismas (observacidn de formas, magnitudes Y
diferencias aignificativaﬁ, experimentacién,...}, con los8
demas compafieros (trabajo y discusién en .equipo), con los
libros y, sobre todo, consigo mismos (imaginacidn creadora,

sensibilidad cienfffica, voluntad de conocimiento,...).

Bajo esta perépectiva, el profesor desempenaria un papel
de moderador, orientador, dinamizador y sistematizadoor del

th&bajm de los alumnos, pretendiendo con ello:
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1.~ Posibilitar la adquisicidn de técniga% de trabajo
intelectual por los discentes en cuanto  al manejo de
informacién, organizacién vy sintesis de 1la misma,

elaboracion de informes, etc..

2.~ El desarrollo de las capacidades de creatividad,
observacién, razonamiento, interpretacién y analisis,

interrelacidon, etc..

3.~ El desarrollo del espiritu critico hacia la propia vy

ajena labor, asi como de las capacidades dialécticas.
4.- La familiarizacidn con el método cientifico.

5.- La comprension y el conocimiento de los conceptos
fundamentales, asi como de las lineas de investijfgacién

y perapeetivés de la Riologia moderna.

En definitiva, buscabamos el establecimiento de una praxis
inteligente, un proceder en el que pensamiento vy accién se

impligquen y exijan mutuamente.

De acuerdo con 1o anterior v una vez seleccionados los
contenidos del temario del COU que mejor se ajustaban para
facilitar una visidn dinamica y actual de 1la Biologia, el

proceso de aprendizaje de los alumnos se centraba en 1la
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realizacién de una serie de aétiviéades + cuidadosamente
seleccionadas, programadas Yy coordinadas, en las que se
combinaba el andlisis y discusién de documentos cientificos

con la realizacion de actividades experimentales,

El trabaio sobre la documentacidn 5umini$trada (geparatas
de értfculos de alta divulgacidn cient{fica.que, adaptados al
Nivel de los alumnos, ofrecen una ciencia mas viva y menos
estructurada que los libros de.textﬁg ¢wmmntarim§ de texto
que facilitasen ei ané1i5is de los mismos: extraccidn de
conceptos, razonamientos, evidencias, ,..; textos de trabajo
donde se explicitaba los conocimientos - a adquirir Yy
cuestionarins‘ de autoevalucidn), tdebiera promover el
intercambio de iéeés como método mas eficdz para posibilitar
el desenvolvimiento intelectual con respecto a imm puntos mas
GEcuros del tema bajo estudio. Por ello, tras ei"trabajo en
tlase sobre ﬁmcumenﬁacién, s@ aboca a la confrontacidn vy
discusién en mesa redonda de los diferentes conceptos vy
alternativas, lo que obligaba al profesor a Qﬁa labor de
reformulacion o de sintesis, destacando dﬁterminadas
intervenciones o, en ocasiones, a tener que /apnrtar mas

itnfarmacion.

Este trabajo se materializé en un  Froyecte de
Investigacidn e Innovacidn Educativa que, tras ser aprobado
por la Subsecretaria de Ordenacidn Educativa del MEC, fue

llevado a términa durante el curso académico 19682/8%, en los
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Centros: 1. B, "Jose Maria de Pereda” de Santander y en el

I.B. "Virgen del‘?uertn“ de Santoha A{Bantander), y cuyos

resultados se recojen en la memoria: "PRAXIS PROYECTIVA DE LA
- ENSENANZA DE LA BIOLDGIA EN EL COU.: Estudio experimental

para la reforma de ‘métodos Yy pruebas".

El intento de plantear una serie de actividades
experimentales, con la pretenzién de que fuesen el punﬁé de
partida para adquirir determinados conceptos o conocimientos,
fue la mayor dificuitad encontrada durante la realizacidn del

citado Froyecto. La mayor parte de la abundante bibliografia

disponible sobre “précticaé de laboratorio", concibe las|

mismas como complemento de la teoria y no ecomo punto de
partida, lo que nos lleva a la necesidad de ;U
replanteamiento global. Consecuencia de ello es &l presente
Proyecto de investigacion didactica, que 'pretende dar

solucion a las siguientes cuestiones:

2 De qué forma pueden ensamblarse las ‘prétticas de

laboratorio en una diddctica activa de la Biolog{a?. ; De qué
forma se puede potenciar y desarrollar significativamente 1la
creatividad, la observacién, la experimentacidn, la
formulacidn de hipéfesis, el disefic de experimentos, 1la
critica, la sistematizacidn, y tantas otras actitudes y

habitos inhereptes al método cient{fico?,
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LAS PRACTICAS DE LABORATORIO
COoOMO '
FROYECTOS DE_ INVESTIGAEION

{

-

9

La respuesta a estos interrogantes nos condudo a- plantear
exgeriencias de laboratorio en las que los alumnos asumiesen |
una responsabilidad significativa en cuanto a la
estructuracicén, bdéqueda de informacidn, fmfmulacién' de
hipbtesis, disefo _de 'experimentos, observacion cuida&osa,
orden, andlisis e interpretacidn de los resul tados, asi como /
a realizar inferencias en cuanto a su pasible. utilidad,
Aaplicacién a otras situaciones vy planteamiant6 de nuevos
interrogantes. Consideramos que Qna via e%i;az para la
concrecion de estos Planteamientos era el en#oque de 1a

actividad experimental como pequenas investigaciones, en las

que los alumnos:

1. Planifiquen: es decir, sean capaces dé definir ol
problema o cuestidn a investigar, y‘ participen
activamente en el disefio de experimentos, lo que implica
el analisis de las posibles alternativas Y
consecuentemente, se estimule la creatividad. Se
celebren mesas redondas, se formulen hipotesis, sme
busgue bibliografia y se seleccionen los ﬁrmcédimientmﬁ
de laboratorio idéneos; en definitiva, se potencie el

razonamienteo,
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2. Ejecuten: es decir, adquieran el dominio de 'Una 
técnica, atraviesen por las situaciones qme-se plantean
durante la ejecucién de las aétividadeé plaﬁificadas.
VRaa}icen observaciones cualitativas Yy cuantitativas a
medida que ﬁanipuléﬁ, regiatran y calculan. Identifiquen

variables que puedan influir en los resultados.

3. Analicen e Interpreten: transformen datos,
representeﬁ‘lns mi smos en tabias, gréficés 0 ecuaciones
que permitan su anidlisis cualitative o cuantitativo.
Realicen deducciones a partir de 1los datos pbtenidos.
Expliquen los supuestos subyacentesrgn la interpretacion
adoptada. Determinen la precisidn de las observaciones
realizadas asi como las pﬁﬁiblém fuentes de error,
Realicen comparaciones .estadisticas de errores o
probabilidédeg, déterminen correlaciones v sometan los
resultados obtenidos a tratamiento estadistico.

(ALY me /«D?UCNION
4. Finalmente, investiguen el posible valor cientifico

de los resultados y su aplicacidn a otras situaciones.
Se planteen nuevos interrogantes como consecuencia del

trabajo realizado.

Asi pues, se proyectaba confeccionar y facilitar una
variedad de Mddulos o Proyectos de Investigacién tales que

permitiesen desarrollar en los alumnos las siguientes
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Capacidades en orden al trabajo experimental:

l.- En_orden a la fase dg_Flanifigg;iéh:

3) Definir el problema o cuestidn a investigar,
b} Formular hipdtesis, '

c) Proyectar experimentos. ‘

d) Buscar informacidn bibliografica.

e) Buscar procedimientos de laboratorio idoneoas,

2.- En orden _a la fase de Ejecucidng

a) Adquirir el dominio de una técnica.

b) Realizar observaciones cualitativas,

¢) Realizar medidas cuantitativas,

d) Identificar variables. que influyen en los resul -
tados. '

3.~ En orden & 1a fase de Andlisis e Interpretacidn:
__f___m___&______~,__um___h__*______fnJLh___*____

a) Elaborar los datos en bruto, representarles gra-~.
ficamente y realizar calculos.

b)) Realizar deducciones a Partir de los datos obte-
nidos. :

C) Determinar 1la precisidn 'y las posibles fuentes
de error de las observaciones realizadas,

d) Interpretar afinidades y sugerir interrelaciones

4.~ En orden a la fase de Conclusiones:

a) Analizar el valor cientifico o la posible utili-~
dad de la resolucion del problema planteado.

b) Aplicar el principio bajo estudio a otras situa-
ciones. ‘ _

) Flantear nuevos interrogantes como congecuencia
del trabajo realizado,

Como es 16gico, cada Froyecto o Modulo de Investigacién no
puede incluir necesariamente todos y cada uno de los
epigrafes relacionados, si bien 1la Programacidn en . su

coniunto deba ser tal, que los estudiantes atraviesen a lo
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iargo del curso por todas las“conductas mencionadas vy que les

exija diferentes niveles de razonamiento.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, durante el curso
académico B4-8%5 se elaboraron Y ensayaron los siguientes

cinco Mddulos que se adjuntan en el ANEXO:

-PROYECTD DE TRABAJO EXPERIMENTAL EN BIDQUIMICA:

Factores que influyen en la actividad enzimdtica.

-PROYECTO DE TRABAJO EXPERIMENTAL EN BIOQUIMICAS

Cramatcgraffa.

—-PROYECTO DE TRABAJO EXFERIMENTAL EN MICROSCOFIA:

Dinoflagelados del fitoplancton marino.

~PROYECTO DE TRAEBAJO EXPERIMENTAL EN GENETICA:

Experiencias con mazorcas de maiz.

~FROYECTO DE TRAEAJO EXPERIMENTAL EN GENETICA:

Experiencias con plantas de tomate.

No obstante, es deseo de este equipo llegér a elaborar del
orden de unos 12 Mddulos de Investigacion, para que cada
estudiante, al comienzo del curso, pueda escoger aquellas.
investigaciones que le susciten mayor interds o bien agquellas

£ . 4 >
mas acordes con sw propio provecto de curriculum personal.
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Para que el almﬁnm pueda adquirir vy per?eacinnar las
 técnicas de trabajo intelectual inherentesl, al método
cient{fico, serd precisc que cada trabajo @xperiéﬂntai vaya
acompafnado de la redaccidn de un Informe que:‘recoja las
investigaciones re#lizadas, y &n el que habran de valorarse,
no sélo los aspectos referéﬁtes a los contenidos, sino
tambi€n a la forma de presentarlos. Correlativgﬁente, ello
implica la netegidad de ﬁua diah&ﬂ informes sean‘detallada Y
Cescrupulosamente corregidos vy devueltos, para discutir, caso
por caso, 1#5 deficiencias encontradas y as{ plantear una via
de sqperacién de lés limitaciones de cad§ estudiante. EE5te
hﬁpecto nos ha parécidnleaenciai para lograr que realmente
desarrollen las capacidades v habitos que =se persiguen., De
acuerdo con ei documento "Reflections on writing in science",
del Departamento de;Educacién del Estado de la_Qﬁiversiéad de
New York, una correccidn integral de 1os trabalios

experimentales debiera valorar los puntos siguientess:
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CONTENTDOS ' INVESTIGACION 1 | INVESTIGACION 2 | INVESTIGACION 3 | etc

ACEPTAR

o
z

ACEPTAB
NC
EVALUAB

{. PLANIFICACION
| -Identifica el problesa a investigar
~Hipotesis forsuladas,
-Explicaciones o referencias al diseno experimental.
-Planitica controles adecuados.

2, EJECUCION

-Desuestra conocimiento de 1a tecnica,

~Describe y observa con precision y coepletasente,
-Realiza medidas cuantitativas,

~Identifica variables dependientes e iaﬁependiaqtes.

3. ANALISIS E INTERPRETACION
~Transforaa apropiadanente los datos en bruto.
-Interpreta adecuadamente los datos observados,
-Huestra las relaciones cualitativas,
~Muestra las relaciones cuantitativas,
~Analiza la precision de los datos,
-Sugiere limitaciones que afectan a los datos.
-Propone una generalizacion o acdelo.
-Justifica conclusiones,

4, APLICACION
-Integra conocisientos previos.
-Sugiere hipotesis originales.
-Sugiere aplicaciones contesporaneas.
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FORMA ' INVESTIGACION 1 | INVESTIGACION 2 | INVESTIGACION 3 | etc

AR
a (0 oo
g |28 %8
. £ | od |
1. PERICIAS MECANICAS
-Ortogratia correcta.
" ~Puntua correctasente.
~Utiliza las mayusculas correctasente.
-Escribe legiblesente,
2. ELECCTON DE PALABRAS
~Utiliza las palabras correctasente,
~Ukiliza el vocabulario apropiado.
~itiliza un lenguaje concreto y claro {sin vulgarisses),
3. ESIRUCTURA DE DRACIDNES Y SINTAXIS
~Estructura variada de las oracicnes.
_~Utiliza oraciones completas,
~Concuerda sujeto/verbo,
-liso adecuade de las conjunciones.
4. JECNICAS GRAFICAS
. =Dibuja con precision.
-Adapta los graficos de forma que sean comparables.
-Rotula correctasente,
-Presenta 10s datos de manera visualaente eficaz.
5. DRGANIZACION DEL [NFORME :
-Compone graficos internasente consistentes.
~Interrelaciona ideas.
-Susariza y deduce ideas principales.
-frticula y coordina un modelo coherente.
6, CONPRENSION DEL EXPERIMENTD
-Sigque 1as instrucciones del foraato.
-Se concentra en el tesa excluyendo el material irrelevante,
~Rpoya 1as generalizaciones con ejesplos y detalla.
~Deavestra cosprension del objetivo,
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IMELICACIONES ECONOMICAS

En ocasiones son aspectos aparentemente ﬁisfantmm de la
Pedagogia los que condiﬁimnan decisivamente la pusibilidaé.de
introducir reformas cualitativas en 1z docencia. 8in
pretender con elio.justi¥icar el inmovilismo que - subyace en
un ciertolﬁﬁmerm de docentes -es bien conocideo gue, en
ocasiones, con esrasns medios pueden darse pasoswde gigante—,
es igualmente cierto que no basta con imaginacidn y vnigntaq
para cambiar las "situaciones de heche". For. otra parte,r uwno

no puede escapar a la sospecha de que en momentos de crisis

econdmica, es precisamente la Educaciadn una de las
actividades que mayores recortes experimenta en los
presupuestos.

Es precisamente el aspectd _econémico el que de forma
continua se echa en falta en la inmensa mayoria de las
propuestas de renovacion diddctica, olvidando gque es un
condicionante bésiéo para la viabilidad de su implantacidn en
los Centros. For ello, nos ha parecido esencial analizar un
factor limitante tan basico como es el relativo a los
recursos econdmicos implicitos en toda reforma de los
objetivos y métodos de la ensefianza. En dicho sentido, se han
evaluado, aungque tan s0lo sea a titulo orientativo, los
costes por alumno y afio que 'ha 'supuesto el ehpieo de la

metodologia activa aqui resefiada.
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A grandes rasgos, las cifras pueden sumarizarse de la

siguiente manera:

""matel"ial dE CDpiStE!"fa.---.......-...-- ?2-560

—proyectos experimentales:
¥material fungible. ... veviivecrasrensal05, 800
¥*material inventariable (inversion
de 311.4600, admitiendo una amorti-
Zacidn de cuatro afiosS) cevercnersecnnn 77900

2746200
Fuesto que la planificacidn se ha realizado en base a F0

alumnos entre los diferentes grupos experimentales, ello

supone un coste por alumno vy afio de 3,067 pta. Aun
prescindi endo de las necesidades de infraastru&tura
-laboratorios, seminarios, fondos bibliograficos, etc.-,

destaca a todas luces gue una ensefnanza activa es
significativamente mds cara que el modelo tradicional de
ensefianza por transmisidn verbal. Verosimilmente, la
generalizacidn del empleo de m@tmdnlwgfas activas, aaafrmarfa
una éisminucién de los costos unitarios, pero . es éviéénte
gue, en cualquier ﬁaso, los costes sobrepasan con creces las
actuales posibilidades presupuestérias de las Catedras
experimentales; ello implica que esta vertiente econdmica wva
a constituir ﬁn serio condicionante para su generalizacidn a

todo el sistema educativo,

No obstante, consideramos gue si realmente se desea

avanzar hacia una reforma educativa global y coherente, esta
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no puede basarse eﬁ el simple vuluntarlsmo individual; serd
preciso sacar a lmﬁ Centros de ia penuaria emonwmxca en que
se encuentran, no ya para evitar las pretendidas
Justificaciones de 1a inactividad sind para éasibilitar el

cambio.
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IMPFLICACIONES ERN

L.

O _ORDENACION ACADEMICAHS

- Ern cuuaanmnto &l Alumrnos
!

Como es sabido, la relacidn entre motivacidn ¥
aprendizaje es esencial y necesaria, de forma tal que
‘ . . v ., A P4
entre ambos procesos existe una interaccidn segun la
cual la primera estimula el aprendizaje, y dste, a su

vez, genera nusva motivacidn,.

Igualmente, es una realidad constatada la ausencia de
¥ . .
motivacion entre 1 alumnado por varias razones, entre
las que suelen mencionarse: el alejamiento. de la
ensefianza de los intereses reales de los estudiantes, la
ensenanza excesivamente teérica, unos programas
recargados con ausencia de tiempo para el ocio yg;la

creatividad, un futuro laboral incierto, etc..

La metodoldgia ensayada, por si énla; no  puede
superar toda la problematica mencionada, pero si paliar
algunas de las deficiencias sefialadas en el actual
model 0 educativo, especialmente en lo referente a la
Perticipacion activa del alumno en la elaboracidn de sus
pPropios conocimientos, y en el recorte del temario

aproximandoles a una ciencia viva, en elaboracidn y
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esencialmente pré&tica, con 1o que ello conlleva de

P .
motivacion.

Nos atreveriamos a a%grmar que largos afios en la
escuela y en:el bachillerato h;n adoctrinado al alumno
con una metodologia puramente feumptiva en la que
ciertamente‘hn se eanentra a gusto, ‘pero 81 le es
familiar, conoce las reglas de Juego y -le supone un
menor compromisoc personal. Es obligado avanzar, por
tanto, en una reforma de la organizacicn del sistema que
permita crear un amhianté de estudio que posibilite wuna.
simbiosis eficaz entre motivacidn y aprendizajey en este
sentido, créemas que puede considerarse come muy

1
positiva la realizacidn de este Froyecto por parte de Y
los alumnms,.especiaimemﬁa en 1o que concierne a los
factores de motivacidn y de participéaiéﬁ en la
planificacidn de su propio quehacer, lo gque concuerda

con 21 hecho de que la valoracicn . subjetiva que ellos

realizan de la misma sea notoriamente favorable,

| = Em cwianto al €359r11:r;cu=

Insistiendo en el punto anterior, la actual
organizacién de los Centros potencia una ensefanza
memoristica y puramente pasiva por parte de los alumnos,

por:
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Masificacidn de las aulas: Es induéable que este
punto  tiene unas claras iy diréctas
concomitancias présUpuestarias, pero  aGn con
ello, %é hace preciso rebajar .eil numero de
alumnos por aulara una cifra en torno a los 30}
porqug: si bien para una metodologia por
transmisidn este no es un problema de
envergadura, para una ensefianza activa supone la
posibilidad o .no de realizar un  verdadero
t?abaja de sequimiento del  proceso de .

aprendizaje.

Rigidez de horarios: Con el actual sigtema de &-
7 horas lectivas diarias, el alumno no tiene
tieméa material mas que para recibir
informacion, sin existir posibilidades horarias
para actividades de consulta, ‘Iabcratorig,
discusidn y elaboracidn de documentacidn.
Consideramos que seria mds apropiado un horario
en el que las madanas estén aedimadaﬁ a horas

lectivas por asignaturas o dreas, y las tardes

dedicadas a actividades educativas
complementarias -lo que | debe evitarse se
confundan con secundarias—-, tales comot
actividades experimentales, consul ta
bibliografica, consulta  con profesores,
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discusidn en grupos, trabajo personal, etc..

Incidenfaimsnte, ello supone que los actuales
Seminarims deban remodelarse en lo referente a
los espacios fisicos, necesitandose ademds del
laboratorio y del despacho de prpfegores, un
Aula~-Seminario para trabajo de y con los

alumnos.,

3. Recursos inéuficiestesﬁ Es bien conocido que 1l1a
mayor parte de .imé ‘Centros reciben unos
presupuestos anuales totalmente _insufi:iantes,
en los que los gastos de maﬁteﬁimiento ~luz,
agua, gasolen, etc.*__llegan al B0% de 1u§
ingresos anuales. La actual situacidn en la que
el presupuesto anual de los Seminarios en raras
ocasiones supera las 25. 000 pta es absolutamenfe
incompatible con cualquier intento de verdadera

reforma educativa.

> Ern cuanto al Frofesorados:s

Es un hecho indudable que una mayoria de los docentes
espafioles no estdn -no estamos- familiarizados con el
empleo de metodologias activas, hecho que puede ser

generalizado a la Administracidn como un todo. En dicho
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sentido, nos permitimos exponer aquella problemstica que

m&s ha incidido sobre nuestra experiecia:

1. La puesta en prdctica de un proyecto de trabajo

en el que la metodnlng{a activa es el factor
dominante requiere, por parte del profesorado,
una dedicacidn muy sﬁperiur ala dé la ensefianza
tradicional. Contra lo que suele creerse y pueda

parecer, la metodologia activa implica la

-necesidad de una mayor preparacién cient{fica

por pafte del profesor, una mayor exigencia,
especialmente en 1lo que concierne a la
permanencia en el Seminario y dedicacién a los
alumnos, asi como la necesidad de una
é!éboracién previa vy exhaustiva de todo el
maierial diddctico que requiere este tipo de
ensefianza. Ademds conviene destacar, y asi 1lo
expresan los alumnos, la importancia del
éeguimiento continuo del trabajo, a fiﬁﬁ.de
analizar y discutir, sobre 1la marcha, los
resultados de las pruebas qué Eeaiizan, sus
errores y di+icu1tades, al objeto de orientar su
aprendizaje vy, al mismo tiempo, evitar el

desaliento y la desorientacidén.

Secularmente se ha considerado, por'parte de 1la

Administracidn, a las clases prdcticas como
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claaes-de "segundo orden", que 'exigen ﬁénor
entrega y menor competencia por parte del
profaséradu, lo que ha motivado que los
laboratorios hayan permanecido cerrados vy que
dnicameﬁte, mer ced al voiunfarigmm de
determinados profesores, algunos alumnos hayan
podido tener alglin contacto con estos aspectos
enriquecedores en su formacion, en igual o mayor

medida que la sola informacién tedrica.

Prueba de lo anterior lo tan%tituyen-laﬁ enormnes
dificuitades que es preciso superar en la
mayoria de los Centros para cualquier tipo de
acftividad fuera del ﬁismo, o la rigidez de 1los
horarios cuya falta de flexibilidad se extiende
hasta el simple hecho de que los alumnos  “"se
van" porque lo hacen luos autobu;és qﬁe los

transportan.

Consideramos necesario que 1la Ad@inistracién
incluya dentro del horario lectivo las claseg
experimentales, con igual categoria Y
re;unaaimiantu que las clases tedricas. No es
necesario insistir que la preparacion de las
primeras requiere una dedicacidn a&icinnal el
profesorado muy superior a ia de la preparacibn

de las clases tedricas, por lo que se debiera
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tener en cuenta este hecho ¥ obrar en

consecuencia,

Otro mmtivd de insatisfaccidn de este grupg de
trahaja\e; la falta de reconocimiento y de apoyo

por parte de la Administracién hacia los
profesores que, de una forma valuntaria, tratan

de abrir nuevas vias en el proceso educativo.

Como siempre, es facil buscar. culpables en
estamentos ajenos a los Propios, y posiblemente
cualquier generalizacidn en este sentido peque
de injusta. No obstante; si nos atrevemos a
cnnfifmar como realidad objetiva el hecho de que
la estructuracicn de 1a Administracién es tal
qQue pmtencia los obstaculos y minimiza los
estfmﬁlns. Sirva como ejemplo el hecho de que la
solicitud de impartir dmg horas. lectian
seguidas -—a efectos de laboratorio~ fué
interpretada por un miembro de la Inspeccion
cdmn intento de justificar una menér dedicacidn
al Centro (j'). Por supuesto ello no supera 1a
categﬁria de simple anécdota, pero. no deja de
poner‘de manifiesto las reticencias a las que ha
de enfrentarse cualquier intento de innovacién

educativa.,
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Aungque ello desborda el campo de nuestro estudio,
~ocultamos que nuestra impresidn es que cualquier intento
generalizacidn de  estas metodologias, necesitar{a

- acompanado de un claro apoyo institucional, en cuanto a

1o
e
ir

la

motivacidn del profeswradu, apoyo que posiblemente debiera

extenderse a:

~mejora de la:infraestructura, posibilitando 1 acceso a

documentacidn ya elaborada,; inversidn en equipamiento de

los labaratqrios y bibliotecas, el clima Y posibilidad

fisica de trabajo Gtil en el centro, etc.

~fabricacion de material diddctico ad-hoc.

~y algin mecanismo institucional que promocione al
profesorado, tanto en 1io que contierne al mimple
reconocimiento de su - labor como en lo - referente a

concursos de meéritos y traslados,
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ENVMAL _LINCE T O

S

Todo experiencia de investigaciﬁn educativa debe incluir
como componente sistemdtico de la misma la evalucidén (interna
y external) de su propia validez. Evidentemente, el ideal
seria que dicha eQaluaciéh fuese externé a la experiencia en
cuestidn -mdxime cuando, como en este caso, se trata daf
analizar sﬁ pasible valor parsas una‘generalizacién ulterior dedA-
la misma-. Al carecer de apoyo ihstitucional'se ha procurado

elegir la tipologia de evaluacidn de programas mds rigurosa a

nuestro alcance.

Se trata por fantm, de evaluar el posible valor discente
de la metodologia ensayada frente a las précticas de \

laboratorio tradicionales, cmma'pmten&iadora del proceso de

7 A

aprendizaje en sus diversos aspectos, comprobando si supona
una mejora significativa de las capacidades vy habitos

resenados en los puntos anteriores.

Para ello se han elaborado dos baterfas de prusbas de
semejanté dificuiﬁad, a realizar por los alumnos al principio
y al fina;r de la experiencia. En su cmnfﬁccidh- s han
utilizado las obr%s de: Eysen#, Kirst y Diekmeyer, Clauster,
Klausritzer, Drnicher, Guilford, Hunt, Thomson, Vinacke,
Wertheimer, etc., y cuya pertinencia ha sido contrastada con

un grupo de doscientos alumnos de caract&ffﬁtiaaa simlilares a
L
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que han realizado la experiencia.

©

Dichas baterfas incluyen:

En ic referente a la tapacidad de observacidn Y Ppercep-—
cidn de relaciones egpatiaiaé, descomposicion de
tonceptos en partes y momentos, notas y relaciones aetc. )
ejercicios pafa medir obietivos tales como ﬁla capacidad
de identificacidn , gradacidn de matices, 5i$eren:iac16n
de oposiciones, di?isidm, situacidn, reduccidn vy

. A
comparacion.

Ejercicios referidos a capacidades susceptibles de desa-
rrollo vy perfeccionamiento, como consecuencia de 1la

S M .
practica experimental.

Datos acerca de la inteligencia natural de . los alumnos.
participantes en la experiencia, si bien teniendo en
cuenta aguel los aspectos (técnicas- generales,
procedimientos, sistematizacidn, algoritmos, etc.), que

dependen en mayor medida del aprendizaje.

Una prueba de.cr&atividad que incluye ejercicios referen-
tes a produccion de ideas, resolucidn de problemas,
cambiqa de perspectiva, analogf{as, combinatoria )
imaginaciéh, que, aunque por su naturaleza no permiten

una medicidn  tan objetiva como las anteriores, se
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&
calificaron de acuerdo con criterios unifgrmag y +ijos,

previa y claramente establecidos.

3.~ Una prueba en la que los alumnos deban utilizar sus des~

trezas cognoscitivas para transformar datos en tablas,
graf1cns, ecuaciones o© diagramas que permitan su andlisis

cuaiztat1vc o cuantitativo.
6.~ Una prueba para valorar las destrezas de laboratorio.

7+~ Una prueba de vocabulario binldgico.
, o
Para la realizacion de la experiencia se tomo una muestra
de 140 alumnos pertenecientes tanto a Centros privados como a
Institutos de Bachillerato del distrito universitario de

Eantabria vy distribuidos con arreglo a la éiguiente

estructurar

- 2 grupos experimentales:

¥EXFERIMENTAL 1: I.E. "La Albericia" de Santander.
XEXPERIMENTAL 2: I.B. "J.0. Cano" de Los Corrales de gb'
Buelna (Santander)
- 2 grupos testigo:
¥TESTIGD 1§
XTESTIGO 2

Tanto los grupos experimentales como los grupos testigos §
realizaron al comienzo v al final del cCurso las
correspondientes baterias de tect. No obstante, debe

sefialarse que la aplicacidn de las pruebas finales presentd
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serias dificultades debidas no s6lo a la disminucidn del
nﬁﬁero de alumnos, sind también a la falta de 'rigiﬁez» a la
hora da aplicar di&has pruebas y a las tensiones a que se
encuentran snmetidos,los alumnqs-a final de curso, lo que
repercute de fmrma‘nutableua fa hora de analizar y valorar

los resultados obtenidos.

los resultados obtenidos en las pruebas iniciales vy

finales se muestran en la tabla siguiente:
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TABLA DE RESULTADOS h

LOGICA
EXPERIMENTAL {
EXPERIMENTAL 2
TESTIG0 |

TESTIRO 2

RELACIONES ESPACIALES

EXPERTHENTAL 1
EXPERIMENTAL 2
TESTIGO §
TESTIGO0 2

CREATIVIDAD
EXPERINENTAL 1
EXPERINENTAL 2
TESTI60 1

TESTIRO 2

DBSERVACIDN

EXPERINENTAL 1
EXPERIMENTAL 2
TESTIED |
TESTISO0 2

VOCABULARIO BIOLOBICO

EXPERIMENTAL 1
EXPERIMENTAL 2
TESTIGO
TESTIGD 2

COMERTARIOD DE TEXTD

EXPERIMENTAL 1
EXPERIMENTAL 2
TESTIGO |
TESTIED 2

P, INICIALES

desy,
media  tipica

20,697 4,89
19,833 4,349
23,303 3,224
23,935 3,24

18,182 5,317
20,611 4,373
20,235 3,72
20,618 4,722

6,000 2,451

5,271 3,392 -

5,485 2,268
5,551 2,599

34,150 8,900

30,800 7,850
28,350 7,450
47,300 8,230

15,906 3,146
18,555 4,704
18,257 7,080
18,486 3,887

3,266 1,116
5,507 0,98
3,79 0,869
4,537 0,98

P. FINALES

sedia

25,905
25,133
20,94
23,535

22,318
23,600
18,567
19,258

5,217
5,57
6,275
5,173

33,215
28,689
28,112
47,401

15,721
20,143
19,720
21,181

3,455
3,730

. 3,552

4,255

desy.
tipica

3,853
4,241
1,709
3,082

5,040
3,93
8,794
4,43

2,875
3,457
2,281
2,569

10,891
12,998
5,955
§,570

4,883
5,718

5,056

4,807

0,782
1,522
0,941
0,958
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Como consecuencia de iag dificultades iﬁaicadaa
anteriormente'enzila realizacian _de las"éruebas finales,
consideramos imbrmmédante &;- incluir | uh' andlisis
Vpormenorizadn del los resultadés. No obstante, vy por su

interés general sefialaremos:

- Existe una falta de adiestramiento en el andlisis vy
comentaric de textos cient{ficos, que en términos
generales no ha experimentado mejoria a lo largo del

CLrso,

- Como pudiera sospecharse previamente, en las pruebas
dirigidas a la evaluacién de conocimientos, los
resultados mas bajos aparecen en aquellos Centros en los
gue su alumnado procede, en gran medida, de sectores

socialmente deprimidos.

- For el coﬁtrarim, en las pruebas relativas a otras
capacidades (ldgica, relaciones espaciales) no 1)
observan estas diferencias, sind que, por el contraria;
los alumnos de esfas ultimos centros son los gQue
obtienen mejores resultados. Se observan en estos casos
pequenas diferencias a favor de los grupos

experimentales.

Lamentablemente, 1la metodologfa utilizada no  permite

extraer con confianza conclusiones mds especificas; en el
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transcurso de la realizacidn del Provecto se ban puesto de
ﬁanifiesta élgunés serias limitaciones que sugieren | la
necesidad de inveéiigacienés caomplementarias Kantes 43 que
. dichas CQQQIUSionés puedan ser enunciadag espécfficamen%@ y
cmnlavidenaia sighi*icativa; Tai y como sefialaba Hunt en'i977
(¥}, un determinado métodc'de_enseﬁaﬂza puede fenar efectos
Mmarcadamente divaréentes sabre los éiferentas estudiantes. Un
método de enseﬁanzé que es efectivo con un determinado tipo
de estudiante puede tener un pequefioc efecto. positive -e
inciugu un efecto negativo- cuando es utiliza&m con  otros
estudiantes. Muchas de las "diferencias no significativas"
'depiéaa & que al contraponerse los efectos sobre los
diferentes éstudiantes el promedio e aproxima a cero.
Variables tales cumd historial precedente, desérrullo
cugnoscifivo; estructura de la presentacion y campatibilidaﬂ
de grupo deben - tenerse en cuenta en el disefio,
instrumenta:ién, implementacion v evaluacidn de las

experiencias de Laboratorio.

En una valiosa revisidn arerca del papel del tLaboratorio

en la ensefanza de la Ciencia, Bates en 1978 (%x%) extrae las

(8) HUNT B.: Matching Models in Education, Monograph Series n.10. The Ontario Institute for Studies in
Education. Toronto, Ontario. 1971, :

{48) BATES 6.C.: The Role of the laboratory in Secondary Schoo) Science Programs. What Research Says to
the Science teacher. Yolusa Iy Kary Budd Rowe, Editor. National Science Teachers Association.
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siguientes conclusiones: -

"Dado el increﬁentm en el costo de la ensenanza y las
presiones solicitando una ﬁaycr eficiencia de la misma, eas
apropiado preguntarse 8i la contribucién de las experiencias
de laboratorio es:algn dnico vy suficientemente importante
para Jjustificar él gasto de dinero y tiempo. Laﬁ conclusiones

provigsionales realizadas son:

1.~ Loﬁlmétmdos de ensefianza que se basan ya sea en
la lectura, en la demostracién o en el laboratorio,
parecen igualmente efectivos para transmitir el

contenido de una ciencia.

2.~ lLas experiencias de laboratorio son més
eficaces para suministrar a los estudiantes habilidades

para el maneio de instrumentacién.

3.~ AUn cuando la mayoria de las investigaciones
han fracasado en cuanto a sefalar quefreaultadna pueden
ser especificos del laboratorio, puedéh: desarrollarse
medidas sigéificativas acerca de la eéseﬁanza medi ante
el trabajo en el laboratorio; este laboratorio parece
representar un area del aprendizaje de la Ciencia
significativamente diferente de 1a aéquisicidn de

contenidos.

pagina 32



4.~ Algunos tipos de actividades de laboratorio
orientadas hacia la investigacidn parecen ser mejores
Qﬁe la iectura)demcstraciéh 0 la verificacidn en el
labbratmrim para la ensefianza del proceso de
investigacion. Sin embargo, los prufesdres necas1tan sar
iﬂstruidms en los métodos de ensefanza basados en la
investigaciéng;.ge deberia suministrar adiestramiento
especifico sobre la misma durante periondos prolongados.
Los estudiantes necesitan tantﬁ tiempo COMno
asesoramiento para llegar a estar a guétg con los nuevos

métodos y expectativas.

3.~ Los laboratorios parecen tener potencial para
promover actitudes positivas en el egtudiante Y para
suministrar a una variedad de estudiantes mas extensa

capacidades para tener éuito en la ciencia®,

_..m.........._.....,....._...........-...._....“..,.............__......m_....._.._.........m......._—....,»;‘

Losg prdfesnrss q?e deseen que el laboratorio suponga algo
especial para Stig estudiantes deberin considerar
cuidadosamente cuiles deben ser egtmé resultados, y entonces
encontrar vias para medirlos. Aungue no sea mas que ello,
este documento es uwna invitacidn sistemitica en orden a
responder a 1g pregunta gque adn no ha sido respondida

definitivamente: jGué es 1o que suministra el laboratorio que

pagina 33



no puede ser suministrado igualméente por otras alternativas'

‘ _ . "
menons costosas y que consuman menos tiempo?,

Constituye'unrobjetivo prioritario de este equipo redactor

el realizar una investigacidn més'detallada en dicho sentido.
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INTRODUCCION

El objetivo general de la presente actividad experimen
tal serd la familiarizacién con la metodologfa ¥ técnicas
de trabaje utilizadas en Bioquimica, Para ellc se ha pro-
yectado realizar una Investigacidn sobre la poaiblae in-~
fluencia de determinados factores en lia actividad enzimd-
tica y, en su ceso, sobre la forma en que lo hacen. Esta
Investigacidn consta de meis experimentos agrupades en
dos apartados.

OBJETIVOS A CONSEGUIR:

@) Objetivos eapecificos:

Como consecuencia de la realizacién de este pro-
yocto de investigacién, ¢l alumno deberi conocer ¥
comprenders

- Que los enzimas modifican ia veloeidad de las”
reacciones

- Que la velocidad de la catdligis enzimdtica
no o8 fija, sino que varfia de acuerde con las
condiciones del medio,

- Cémo afectan a la velocidad de las reacoiones
catalizadas snzimdticamente, factores tales
comos

la concentracidén del enzima,

la concentracién del suatrato,

el PHt

1a temperatura.,

la presencis de inhibidores vy los
: tipos de inhibicidn,

- La espocificidad enzimftica y explicarla en
términos del modele llave-cerradura,

b) Objetivos operativos:

LA R B K

=~ Familiarizarse con la correcta utilizacidédn de:
* pipetas ¥y probetas,
* indicndores,
= Ser oapaz de preparar soluciones con exactitud,
- Recoger y slaborar resultados experimentales,
representdndolos gréficamente,
~ Extrasr oconclusionss a partir de los datos ob-
tenidos a lo largo de una investigacién ¥ for-
milar hipStesis explicativas de los mismos,
~ Determinar la precisidn y las posibles fuentes
de error de las observacionss realizadas.

3 ) +



PRIMERA PARTE: ACTIVIDAD EXPERIMENTAL

1. INTRODUCCION

En este proyecto de investigacidén trabajaremos con 1a
Ureasa y la alfa-Amilasa, enzimas que han sido selecciona
das por suministrar buenos resultados sin necesidad de rs
currir a un equipo sofisticado,

Como requisito previo deberdn leerse cuidadosamente las
ingtrucciones y precaucionna gorerales.que figuran en el
apartade siguisnte. Jgualmonte, a wmedida que se desarrclla
1a investigacidén, el alummo deberd ir familiarizéndose con
los diversos aspectos tedricos acerca de los enzimas y su
modo de accidn, para lo cual precisard consultar bibliogra
fi{a, En la sogunds parte de este documento se facilita una
brove y sencilla documentacién tedrieca que puede servir co
mo punto de partida,

II. INSTRUCCIONES Y PRECAUCIONES GERERALES

A) Sobre la limpieza:
Todos los sxparimentos con enzimas reguietren prestar una

. sspecial atencién a la limpiess de los aparatos y matesrial enplen

' do, ya que iodicios de metales o de &lcalis pueden afectar a lm

activided snsiméticn, Por sllo, todos los aparates y cristaleris,
especialwents los ausvos, deberkn ser cuidadosamente lavados va-

© rias weces ¥y snjuagados con sgus destilada o desionizada. No de-

ben utilizarse detergentes gue contengan anszimas para lavar sl

: materisl, a causa ds que contienen protsasas gus son de dificil

3
i
i

?
g

i

" sliminacién durante el lavads ¥y qua pusden digerir la Uressa y
Amilann,

AL tinml de onda sesidn experimental debs lavarss todosl
vidric ¥y no dejar ssta tarea doméstica para otre d{s. La sujecciln
a sstas rveglus prevendrd los srroras debidos & la contaminscidn
ds una solucién com otra. Nunox se insistiri 1o suficiente en 1
importancis de la lispiena an el trabajo de ladoraterio.
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B} Scbre las solucisnes;

Slemprs debe utiliszaras agus destilada o desionizeda pu-
Tsa preparar las diferentes scluciones y reactivos.

Los senzimas se suministran en Poelvo ¥ sus soluciones no
oD permanentss, una ves realizadas mantienen su actividad duran

: te varios diss si se conservan en un refrigerador, por sllo ha-

bri que prepacrarlas inmedistanents antes de realicar el "Xperle
manto corvespondiente. :

Las solucionss snsimfticas no deban ser agltadas demania
do vigorosamsnts ya que s causs ds desnaturalizacidn y de inmee

tivacidn, lo cual viene indicado por la excesiva espuma de lans
solucienes. Por la misma razén, deben agitarse suavemsnte las ao

luciones de Albdmina,

Cuandeo 3¢ trebaje con el enzima alfa-Amilasa, todas las
pipetas deben taponarse en el extremo superior con algodén para
prevenir la contamipacidn con le Amilasa salfivar,

En los experimentos con Ureasa se utilizard un reactive

" 4cido ( CIH 0,1 Amol/ml) que es sensible a indicios de &lcals ¥

puede volveras verde o azul ai se utiliza vidrio sucio o agua de
mala calidad. Bn este caso, afadir unas gotas de CIH 0,01 N has-
ta que 38 vuelva amarille ain un tinte vardoso,

Cuande se utilicen el Metanol y la Ninhydrina debe tonar
se especial precaucidén puss son productos venenosos,

C) Sobre iss ciépsulas de-microdifusién:

Para la realizacién ds algunos de los experimantos es ne
cesario utilizar cépsulas de microdifusién, Dichas chpsulas son
de plistico ¥y estan formadas por una tapa y un forndo. En &)} fon-
de de cada pﬁpsuin hay una cémara central y un canal sxterior.
Para utilizar la cdpsula se quita primers la tapa y se aplica
uns capa de vaselina, de sproxiuadamente I own. de #8pENOT, en el
borde superior del fondo. Autque no se debs aplicar mucha vassli
na, debs colocarse la suficients para Asegurar que, una vex deps
sitados los reactivos corrsapondisntes, cuando as coloos is tapa
Balla un sellc sstanoe enire sstm y sl fondo. No ss debs permi-
tir que la vasslina manche las supsrficies internas del fonde de
la chpsula. Unicaments se deberdn manipules las auperficles ex-
ternas de la cdpsula,con el fin de qus Ias superficies internas
ne se contaminen con la grass natural de Ia pisl.

tapa

vaselina

~J . Canal sxterior

foudo”’—,- ‘\cinnru
-quntrnl
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Despuds de utilisar las cépsulas de microdifusidn deben
ser lmvadas y 1la vaaslinm retirada del bordse superior dsl fondo,
Diebe tensrase wspecial cuidado Para impedir que el interior del
fondo quede grasisnto, por lo que &3 necesaric lavar la cépsula
con detergents asguido de un iavado complete varias veces en
agua calients,

Durante los diferentes experimentos sn Gue se utilizan
chpaulas de microdifusién hadrk que depositar un reactive &cide
n la chmara central, y diferentes aciuciones {Uren, Ureses, stc}
on el canal exterior. Debe tsnsrse cuidado para que nada de la
solucidn del canal sxtesrior salpiqus & la chuara gentral. Un sua
¥e movimiento circular es sl mejor para agitar, ya que minisizs
o1 rissgo de derrass y msegura uns mezcla homogéues de ia chmura
cantrml.

a

D) Sobre las pipetas:

Sismpre que se utilicen pipetss deberd tensrse extiomado
tuidado en reservar una pipsta para cada tipo de usc. Es decir,
la pipeta marcada con “ENZIMA® deberd utlilizarse exclusivasente
cen las soluciones del snzima correspondionts, v analoganmente, la
pipeta marceds con *SUSTRATO" sélo debe utilizarse con las solu-~
ciones del suatrato correspondiente, En caso de no disponer de
un mimere suficiente de Pipstas, uns tercera pueds ser roservadas
para otros usos generalea, En todos loa casos, cuando una pipeta
has sido utilizada con una solucién determinada debe lavarse {por
dentro y por fuera) sl menos tros veces antes de utilizaris con
una nueva selucibn, lo cusl ‘es extensivo a todoa los experimen-

tos, so emplesn o no enzimas.

E) Sgbre sl cdlculo de la sctividad de la Urousna:

La Ureasa cataliza la reaccidn:
CO{NHz2}2 + Hzo ————3 C0» 4 2NH,

La deteccidn de la mctividad snzimbtica se realiza por medioc de
uo reactive éoido { HGL 0,1 smol/ml) combinado con un indicador
" de pH, de forma que cuando el pH se peutraliza adquiers color

. azul,

i EiL remctive dcidc se colocm en la cénara central y la so
| lucién de Urea (sustrato} en =l canal exterior. La reaccién enzi
mética se pone en marcha pipetenndo la solucién de Uressa »n ol
canal exterior, moviendo la pipeta a lo largoe del canpl para dis
. tribuir la Uressa regularmsents en 1a solucidn de Ursa.

Se coloca la tapa ¥ se presiona suavemsnts de forma
gus la vaselina forms un selic continuo,

A oedida gue 88 verifica la rescoidn enzimtiom se des-
prende Amonisco que e difunde a ia clmars central interna, don-
dw ea absorbido por el reactive doido, La absorcifén es mks répi-
da e la pesriferis de la cimara interna Y o8 necesario agitar
suavemsnte 1 cépsula durmnte la rescoidn para SABMLUIAT UDA MR-

cia homogénea.




Bl dcido diluide de la cémara central cambis ds color,
Primero al verde y luesgo al azul, Se toma como punto final cuan-
do no hay gotas verdes wn todo el remctive kcido Y su color es
arzul clare. s convenients colocmr 1 ml, del dcide diluido en un
tubo de snsayo vacio ¥ alladir unm pequefia cantidad de OuNa IN
{con una sola gota basts), w1 remctive se vuslve azul y pusde
ser utilirado como refersncias visual bara comprobar y determinar
ol punto final de la resccién en la cémara cde microdifusién.

Al terminar la experiencia las chpsulas y todo »l mate-
rial debe ser lavado,

Siempre hay gque anotar el tismpo qus ileva para que sl
color del remctivo doido diluido llegus a aszul, Dicho tiempo es
ol TIEMPO DE REACCION, m partir del cual se podrd calcular la ag
tividad del enxima.

Una UNIDAD INTERKACIONAL DE ACTIVIDAD (Uu.1.4,) de cual-
quier enzima, viene definida como la cantidad de enzima que cata
liza 1 kmol de sustrato por minuto, bajo cendiciones éptimas de
pH ¥ preferiblemente a 252C,

La Ureasa cataliza la hidrélisis de la Urea liberando CO o
Yy 2NH por cada molécule de Urea hidrolizada. Por tanto ase pro-
ducen” 2 a moles de HH3 por cada Amol de Urea hidrolizade, Admitien
do gue todo e} NH; deaprendido fuese ahsarhido paT &1 reactivo
dcido {recuerde gie su concentracién es de O,lumoles/ml ¥y que en
la cémara central ae han depositado 2 ml.), entonces el resctive
aerd nautralizade Y se volverd azul cuando se hayan hidrolizado
0.1}01" de Ures.

Cco{NH2}2 4 H20 e D2 + 2NH3)
2CIH 4+ 28Hy  ————  2CLNHy

Por tanto, cuanto més enzima ajadamos m‘a rapidamente as hidroli
zard la Urea y més corto serd el tismpo de remccidn, .

51 hubiess una U.I.A. en Lln cépsulm de microdifusidn,
tardar{a 0,1 minutos en hidrolizar 0,1 samoles de Ures y productir
0,2 u%0les de Amoniasca, ¥y [adwitisndo un deaprondimiento del LOO%
del Amoniace, una difusién instantfnes y un 100% de absorcifn por
¢l reactive Acide) neutralizar wi &cide. Es decir, con una U.I.A,
*1 tismpo de renceidn perfs de 0,1 minutos.

51 bubisse aéle & U.X.A, en ia cépsuls, en 0,1 minutos
#81o hubiese hidrelisado Ia mitad de la cantidad de Ursa (0,05
moles} y tardaris eI doble de tismpoy 0,2 minutos para is hidré.
Mais de 0,1 umoles de Ures. Por wllo con Vo U.Z.A. et tismpo de
reaccidn serfa de 0,2 ainutos.

iPodemos deducir algune relacién mumérica sotre ia acti-
vidad y #1 tiempo de reaccién?,



P} Sobre et cklculo de Ia actividad de 1a Amilass;

En los sxparimentos con Amilasa se utilizarén tubos de on
sayo come recipientes para las rescciones. La reaccidn enzim&tics
#% pone sn marcha cusndo a ia solucidn de Amilosa le afisdimos 1n
sclucidn de alfa-Amilasa. ¥ precisc snotar la hora {con minutos
¥ segundos) dsl momentoc en Que se realixza dicha operacidn y a con
tinuacidn agitar sl tubo para mexzclar el contenido sateraments, h:é
cidndolo siempre con susvidad., Exactaments 1 minuto después de ia
sdicidn de Ja Amilaswe sumeria ol extremo dewuns tira ds Papel indi

. cador, corte sl extremo mojado ¥ repita la opsracidn ckda minuto,

En pressncia de Amilosa (almidén), en Ia tira de papsl in
dicsdor aparscerd un color mzul/begro, pore & medida que se veri—
fica 1la reaccidn la Asilosa es hidrolizada, ¥ por allo el golor
oambia primero al marrén oscuro y posteriorments al uarrén glaro.
Se tomm exte estsdo (marrén claro) para indicar resceidn ne colow
Teada on la tira de papel indicosdor, DUna tira de papel  indicador
sumergida sn agua pusde ser utilizada cows referencia standart,

Anotw sl tiespo transcurrido desds la adicidn de ia solu
eién de Auilesa hasta que la tirs de papel indicador no ds color.
Dicho tiempo seré el TIEMPO DE REACCION, sl cusi es unm medida
de is velocidad de acocién de)l enzima,

La determinacién de la actividad de 1a aifa-Amilasa en
U.I.4. no es fAcil pueste que éstas se refiersn a micromoles de
suatrate degradadas por minute, y an sate caso #l sustrate {Ami-
losa)} &3 un poifmerc de pesc molsculsr indeterminado. Sin embar«
€2 la sctividad de ia alfa-Amilasa puede ser calculadm sn Unida-
des Arbitrarias de Actividad (UTA.A.), y en estoa experimentos
definiremos la U,A,A. como la cantidad de enzima que cataliza le
converaidn de ) mgr. de Amilosa por minute hasta el satado en que
no aparece remccldi coloreada detectable en las tiras de papel in

dicador.
En una solucidn de suatrato en gue hubiese 80 mgr. de Amji
losa (como las que vamos a utilizar), si hublese 1 U, A.A, emplon—

ris 80 minutes en completar la remccidn enzimiticm wedide con las
tiras de papel indicedor. 5i hublera 2 U,A.A. llevarfs 40minutos

pars completar ia reaccidn,

tPodemos deducir alguna relacidn numérica, sepin lo ante-
riormente seilalade, entre las unidades de actividad y #% tiempo
de reaceidn?.



II1. INVESTIGACION

APARTADO PRIMERO:

EXPERIMENTOD 1% (*)

Preparar ias siguientes soluciomnes:

Tampdn pH=T

Urensa

Urea ©,75 M

Thiourea 1,0 M

Actide diluido { HCE O,l/&mol/ml.)

Proparar 3 cépsulas de microdifusidn y numeraries det 1 al 3.
Pipatear 2ml., de la solucidn de dcido diluide en la cémars central
de cada cépsula. Pipetear 2 ml de 1la solucién de Ures 0,75 M en
sl canal exterier de las cépsulas nt 1 y 2; y pipetear 2 mi. de ia
solucidn de Thiourea 1,0 M on el cenal exterior de la cépsula nt 3,
No olvide lavar cuidadosmments esta pipeta antes de utilizaria nue
vamente, -

Afiadlr una gota del resctivo "Iodina” {Lugol) en el canal ex-
terior de la cépsula 2.

Afladir lwl de la solucién de Ureasa en el canal axtericr de

| cada une de las tres cépsulas, anotando sl momento en gus ss hace

(hora, mioutos y segundos),. Cologque las tapas y comience a agitar.
Anote 21 ticwpo de fin de la reaccidn.

Determinar L& actividad de la Ureasa en cada chpsulm y expli-

;anr lo sucedido.

(*} Bo olvide volver a leer detenidawents 1os apartados A,B,C,D ¥
£ d¢ las Instrucciones y Prscauciones, -



EXPERIMENTQ 2t (*)

Preparar las scluciones:

Tampdn pHw?
Thioures/Urea 75:25

’ Thiocurea/Urea 5%0:%0
Thiourea/Urea 01100
Uresan

Reactive fcido diluido ( HC} 0,1 pemol/ml}

Preparar tres cépaulas de microdifusién y pipetear 2ml del
resctivo fcido en lx cdmara central de cada cépsula, En los ca-

%nainn sxteriores pipesteary

2 wl. de solucidn Thiourea/Urea 75:25 en la cdpsula nt 1
cpaula nt 2

cdpsula nt 3

i
2 wl, de solucidn Thiourew/Ures 30:5%0 en la
; 2 ml, de solucién Thiourea/Urea 01100 an ia
i Ahora afiadir 1 ml. de la solucidn de Ureasa en sl canal ex
terior de cada una de las ciépsulss, apotar el tisspo, colocar

las tapas y comenzar la agitacidn,
Anotar los tiewpos de reaccién, calcular la sctividad del

‘enzima en cada cépsuls ¥y llevar & un sistema de coordenadas los
|valores de actividad frente a los de concentracién de Thiourea.

[Extrmer conclusiones,

{(*) No olvide wolver a .leer detenidamente los apartades A,B,C,D ¥
y E de las Instrucciones y l'recauciones.
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EXPERIMENTO 7t f*)

Preparar las soluciones:

Tampén pH=T

Urea 0,75 M

Urea 0,075 M

Urea 0,015 M

Ureasas

Acido diluido (HCL 0,} umol/ml)

: Preparar tres cdpsulas de micredifusidn y numerarlas del 1 al
! 3, Pipetear 2 ml. del reactivo Acido diluideo en la clAmara central
| de cada cdpsula. En los canales exteriores plpetear:

2 mL de solucidn Urea 0,75 M en la cépsula n? 1
2 ml de solucidn Urea 0,075 M on 18 cépsula nt 2
2 ml de solucidn Urea 0,015 M en la chpsula nt 3

Afiadir abora 1 ml de la soluciédn de Ureasa en los canales ex-
teriores de las tres cdpsulas. Anotar ol tiempo, ¢olocar Llas tapas
'y comenzar & sgitsr. Anotar los tiempos de reaccidn ¥y calcular 1a

actividad del enzima sn cada chpsula.

itepresentar grAficamente los resultados {**), comentar la for
’mn del gréfico, mnalizar los resultades y calcular (de forma apro-

ximada) ia Ko del enzima,

(*) Mo olvide volver a lssr detsnidusents los mpartados A,5,C,D y
E de las Instrucoiones y Frecauciones.

{**) Puesto que ls solucién contiene 2 ml de Uzrea y 1 ml de solu.
oién del enzima, la concentracién final de Urea en dichs so
1ueidn sa de 0,5 M en la-ofpsule i3 0,08 x on' In chpsuls 2
b 4 0,01 M en 1. e‘psuza 3.

H



EXPERIMENTO kit {*)

Preparar las siguientes soclucionss;

Tampén pHw7

Ureass

Ureass diluida Vo

Ursasa dilulde W

Urea 0,75 M

Acide diluido ( HCL ©,1 umol/ml)

Preparar tres cépsulas de microdifusidn Yy numerarlas del )} al
3. Pipetsar 2 ml del reactive keido en 1a chmara central de cnda
chpaula, pipetear 2 ml de Uren 0,75 M on sl canal sxterior de cada
clpsula, En las cémaras exteriorss de cada cépsula pipetear:

1 ol de la aolucién de Ureass sin diluir en la ciﬁtuia nt 1
1 =l de la solucidn de Ureass diluida ¥2 en la clpaula nt 2
1 ml de la solucifn de Ureasa diluida ¥ en 1a chpaula nt 3

Angtar el tiempe, colocar las tapas y comenzar la sgitmcién.
Anctar los tiesmipos de reaaccidn, calcular la actividad del enzima
en cada cdpsula y reprossntar gréficaments los resultados. Comen-
tar los resultados y extraer conclusiones.

{*) Xo olvide volver a leer detenidaments los apartades A, B, C,D ¥y
E de las Instruccionss y Prscsuciones,

?




APARTADD SECUNDO
EXPERTMENTD 31 (*)

Preparer las sclucioneat

Tampén bH-Z

Taxpén pH=

Tampén pHa=9

Tampdn pH=5,9
Tampdn pH=b, %
Tampén pHa7,9
Tampén pHw=8,3
Amilosa (40 mgr/m1)
Amilasa diluids

Afiadir 2 ml de la solucidén de Amilosm a cads uno de los aiste
tubos de ensayo: Ay By C, D, B, F Yy G,

Afiadir 2 ml. de ia solucién Tampéo pH=S, 9 nl tubo 4
L " = - L] L] L] pMnG,ﬁ - L) B
- » m - - - - sz? L] - C
- " o~ " " ” - pHE? N 9 L L] D
L] L] " " - L] " pH'B . 3 - - E
L] L ) L] ] L] » pH=Q " L] F
L] L - L] » - pH=9 » L] G

Afadir 1 ml de lm solucién de Amilasas diluida a cada uno de
100 tubos ¥ utilizar Tirss de papel indicador m intervalos de 1 =i
nuto para determinar el tiempo de reaccidn en cada tubo,

Calcular la sctivided del enzima en cada tubo, representar
grificaments ios resultados y extraer conclusiones,

»

{*} Ho olvide volver n ilesr detenidaments los apartados AR, D vy
F de las ¥fastrucciones ¥ Precauciones,
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EXPERIMENTO 6t ()

Preparar Las solucichen

Tampén pH=7
Amiloaa
Amilasa diluida

Cologar de 3 a 4 ml de la solucidn de Amilass en cada uno de

cuatro tubos de ensayo.

Situar los tubos en un bafo de agua hirviende on&rgicnmentc.
Al cabe de 2 minutos sacar el tubo n¥ 1 ¥ sumergirls en un bafo
de agua friaj al cabo de txrés minutos hacer lo mismo con el tubo
n? 2; al cabe de cusatre minutcsa hacer lo mismo con el tubo nt 3,
y al cabo de cinco minutos lo mismo con el tuboe nt 4,

Preparar % tubos {A,B,C,D,E} conteniendo
solucidn de Amilosa y 2 m) de solucidn tampén

ml de Amilasxa
ml del enzima
mi del enzima
mi del enzima
mi del snzima

Pt

sin cglontnr

del tubo
del tubo
del tubo
del tubo

ntl
nt2
nt3
ntly

al
al
al
al
al

tubo
tubo
tubo
tubo
tubo

cada une 2 ml de la
pHaT. Afndir:

A
B
C
3]
E

Agitar bien cadas tubo pars mezclar completamente los conte-
nidos ¥y utidizar Tiras de papel indicador a intervalos de un mi-
nuto para determinar el Tiempo de Reaccidn para cada tubo. Calcu
lar 1a mctividad del enzims en cada tubs, Representar grificamen

“te los resultades y extrasr conclusiones,

(*} %o olvide volver a leer detenidamente los -pnrtadns A, B.D 4
F de laa Instruccicnes y Pracsauciones.

<0




Una de 1as caracterfsticasn mids sorprendentes de ioa organis
mos vivos es su capacidad para llavar a cabo unms £ran variedad
d# reacciones gquimicas, Con =su alimentacidén, cada orgenismo cap-
ta como putrieptes una diveraidad de woléculas que podrdn utili-
zZar ya sea como fuents de energla para roalizar las distintas me
dalidades de trabajo celular, o bien como precuracras de los cuE
tenares o miles de biomoldculas estructurales o funcionales de
laz células, moléculus tan diferentes como un anticuerpo protef-
¢o, una hormona ssteroide o un Acido nucleico, Asf prues, mientiw
dura su vida, todse orgenismo es la sede de una actividad incesan
te que implica tanto procescs de biosintesis de los companentes
celulares, como de au degredacién y eliminacidn. Globalmente to-
da esta actividad bioquimica la incluimos bajo la denominacidn
de motabolismo celular, ¥ dado que el matabolismo procede de for
ma escalonadn & través de numerosos compuestos intermediarios,
con frecuencis 2e emplea @) término de metabolisme intermediario
Para designar a sus diversas rutas biocquimicas, Los productos ip
termedios del metabolisme se 1laman tambidn metabolitos,

Ahore bien, gran parte de las reaccionea que intervienen en
el metabolismo celular, o bien no se realizan asponténeamente
fuera de la célula -a la temperatura, presidn y pH que caracteri
zar al modio viviente- o bien lo hacen con un ritmo incompatible
c¢on las necesidades de ios aeres vives, Cabe, por tanto, el pre-
guntarse como es posible gue aldn los organismos mis sencillos
puedan llevar & cabo eata quimica tan compleja que humilliarfa al
quimico mis competente, Ellc se debe a qué los millares de reac-
ciones de slntests y degradacidn necesarios para el mantenimien-
to y supervivencia de la especie, ofrecen la particularidad de
eféctuarse y rogularse por obra de catalizadores especificea que

¥ que pueden definirae como prétidoa dotados

l.liamaman enzimas
de actividad catalftica eapec{fica Y tapaces de sctuar tento den
tro como fuera de lm cédlula u organismo gque los produce. .

Como o jemple de lo anterdor podewmos considerar ia hidrdli-
2is del azucar comin de mesa: la Sacarosa. Una molécula de Saca-
roas 32 compone de una moldcula de glucosm junto a uns molécula
de fructosa. Ea muy fhcil romper la Sacarasa en glucosa y fructe
3s por hidrdlisis; eato ocurre suy lentamente cuando la sacarcsa
se disuslve on agua, pero se acelera bastante calentando la solu
cidér de sacarosa con un hcido, por ejemplo ol &ecido clorhidrico.
En aste caso el Acide estd actuando como un catalizador. En la
célula viva, donde las reacciones tisnen lugar sin fcidos ni ca-
tor, la hidrélisis de lLa sacarosa se lleva a cabo gracias al en-
zima invertasa. btn presencia de Invertasa una solucién de sacaro
sa se convierte répidamente en una solucidén de glucosa y fructo-
88, s1n necesidad de &cido ni ealor.

Ahora bien, hasta pensar en la gran c¢antidad de enzimas pre
sentes on cuniquier célula, y on la sxtrems diversidad de sus
funcienes, para que nos demos cuenta de que la suma de sus acti-
vidadens coﬁduqzria a un verdaderc caos, & noe aer gue exiastan me-
canismos encargedes de coordinar sus actividades en un sistema

coharente. '

Y



Asi como en los animmles el sistema nervioso y el sistema ern
docrino mseguran la coprdinacidn en el funcionamiento de los érga
noa y taejldos, ws decir, la coordinacién entre células, también -
serd precisc que en sl seno de cada célula exista una red cibernd
tica que asegure la coherencia funcional de la maguinaris qu{mic:
intracelular. Ello es obre de los enzimas denominados slostédricos
que juegan s) papsl de detectores e integradores de la informa-
cidén quimics.

As{ pues, los enzimas son proteinas sspecializadas en la ca-
tdlisis de las reacciones biolégicms, y entre sus propiedades mis
significativas, destacaremos:

% Su eficiencia o eficacia catalftica, muy superior s la de los
catalizsdores no bielidgicos, Se ha podide estimar que las
reaccionss catalizadas enziméticamente tienen lugar a velp
cidades que son por lo menos 10/ veces mayores que lns co-
rrospondientes reacciones no catalizadas. Con el ndmere de
racambio (turn-over) expresamcs el ndmerc de moléculas de
sustrate tranaformadas por minute por uns séla molécula de
enzima. Este nimerc es del orden de 103 a 106,

* Su extraordinariamente aita espscificidad, y qus comprende
un deble sapecto: por una parte, cads enzima solo cataliza
un tipe particular de remccidn quiwmica, y por otro, casds
enzims ss mis o menos estrictamentes sapecilice de un cier-
to suatrato e incluso, en ccasiones, actiian sobre un deter
minado compuesto, al tiempo que carscen de accién sobre
sus estereoisémeros.

* Los anzimas estén sometidos a un doble sistema de regula-

cidnt
-Un sistema de control de su afntesis (Teor{a del Ope

rén, que Yeremos an temas puutorkercs).
-La activacién (o inhibicién} de les enzimas presen-
tes {enzimas aloatéricos, véase pag }.

tnergi{a Libre de Activacidén

Una reasccidén quimica, tal 5 +» P , tiene lugar
porgue, en cualquier instante, una clerta proporcidén de la pobla-
¢ién de molfculas 5 poswe la suficients energia come para sncon-
trarse on un sstado activade, liamade estadc de transicidn, en el
que la probabilidad de que se establezca o se rompa un enlace gui
mico para formar el producto P ea méxima, Este satado de transi-
cidn reside en la cima de la barrera de energfis que sopara a los -

reaccionantes y a los productos.

tLa cnergia Libre de Activaciédn ea la cantidad de encrgia ne
casarin pars llevar a todas las moléculas de un mol de S al esta

do de transicidn.

ues bien, los catalizedores scelsran las reacciones quimia
cas perque disminuyen la energis de activacidn, El enzima se com
bina con el sustrato y ss produse un estado de transicién de me-
nor energia de activacién gque el correspondlents a le reaccién

no catalizada,
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Energfa Libre de
Activacion de la
reaccién no catalizada

Energfa Libre de
Activacibdn de la
roaccidén catalizada

energia 1ibre weure g

curse de la reaccidn — o

Velocidad deo las reaccionues enzimiticas

Un rasgo caracteristico de las rescciones catalizadaas por en
zimas +s sl deo que la velocidad de catdlisis -V- varfa com la con
ceantracién de sustrato en la forma gus muestra la figurs. Como
puede verse, para una concentracién dada del snzimp, 81 la concen
tracién del suatrate es psguedia, la velocidad de 1a roaccién es
casi propercional s la [S}. Cuando la concentracién del suatrato
&3 alta, la velocidad de ls resccidn llege a ser précticamente in
depandiente de la {s} ¥ se aproxima axintéticamente a una veloci-

dad constante.

V max, *
f Wt e am ok mmn e e e ome e o o e e o o
'
F:
-
g— Vzv:nax.
-
&
-
Km {sustrato] - o
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Este efecto de ssturacidn cendujo a feormular ia hipStesis de
que el enryima y ] sustrato rsaccionan reversiblemente para for-
mar un complejo enzima-sustrate -ES-, que podré exci dirse for-
mando #l producto «-P- ¥y libersndo E.

E + S » ES o £ + P

Ya hemos indicado gue la mayoria de los enzimas son altamen-
te selectives ¢on respecto a los sustratoes, lo que verosimilmente
estd relacionado con su conformacidn tridimensional. Podemos ima-
ginar que ia molécula del enzima (actuando a la wmanera de una ce-
rradura) tienes una cavidad en la gque encajs la molécula del susg-
trato (la llave), y sélamente cuandc el sustrato esti alojade @n
el lugar correcto puede verificarse la interaccién catalftica.

sustrato

centro

activo complejo ES

El modelo de la_llave y la cerradura
de ila interaccidn de los sustratos y
los enzimas. El centro active del en
zima por sf mismo es complementario™
a in Forma del sustrate,

enzima

La regidn sspecifica del enzima gque contacta con el sustra-
te y gque participa directamente en la ruptura y produceidn de en
laces se denomina centro activo y un enzims sélo sctuard sobre
un austrate cuando dicha sustancia pusda sstablecer la correcta
reiacidn. Es decir, si la woléculs Do encaja #n sl centroe active
no tiene lugar la reaccidn catslizada, & incluse ain cunndo hays
encajado, serd necessrio un correcto alinesmiento de las Carges

weléctricas entre «] enzima ¥y el susatrato,

No obstante, se ha sncontradp que alguncs snzimas siperiomen
un cambio de su conformacién tridimsensional cuando se unen a sus
sustrates. El "anclajs inducido™ del enxzima con el psustrate qus
modernamsents se propone, determinarfa la alinsscidén y ia orienta
cidn precisas ds los grupos comtalfticos y de unién necesarios pa
ra producir la reaccidn. Este cambio de conformacién del enzima
podria originar también una torsisn o una compresién en 1a woldé-
cula del sustrato y hacerlo, de este modo, mis susceptible al
ataque catalitico. As{ misme, otra funcién del cambio de confor-
macién inducide por sl suatrato, podria ser la de hacer peaibdle
in eliminacién de los productos ds 1la reaccidn del centro active,
después de lo cusl lw conformacidn del enzima puede volver a su

estado indcisl.

Los enzimas no catalizan dnicaments rescclones de disgrega-
cién de un detersinado sustrato, sino que tanbién pueden catali-
sar peacoiones ds sintesis o la transfersnois de partes de una
wolédoula & otra {véuse figura). En estos casos s posiblie que el
factor mhs importants implicado en la reaccién ses el que dos (o
mbsl moldculas sustrats sean puestas sn contacte fntima.
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El wodelo de la llave y 1a cerradura para la #ccidn enzimdtica

)
b
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l.a formacidn del complejo ES es, an

slento
sustyn
chocan
blnat
con lo
wisma
plejo

Mcdifyi

arcsa Sintetana

gran wadida un proceso
rio, ya que en uns solucidn las moléculas del enzima Yy del
te se encontrardn en movimiente casual Y dascontrolado,
do unas con otraa aiaatorikmente. Bajo condiciones favora-
una clerta colisidn lleva a la formacidn del compiejo ES,
ques se induce la reaceildn dando origen a los productos de
Y & la liberacidn del enzima 4pto pars formar un nuevo tom

Es,

cacidn de ia actividad enzimitica

La actividad de les enzimas pusde ser afectada per diversos

factor
que, d
aumant
&l que
entro:

@3, asi comg por metabolitos especificoa, y podemos docir
esde un punto de vista genérico, un activador es aqué! que
a la velocidad de ia reaccidén enzimética, y un inhibidor
disminuye la velocidad de la miswa; padiendo diatinguir

Inhibicidn competitiva. £} inhibidor puede combinarss con
el engimg Libre, de tml modo que compite con ol sustrato
normal pars unirse a! centro sctivo, ¥y por tapto ia unidn
del enzima a) sustrate o al inhibidor competitivo son
acontecimientos mutuamente excluyentes.

Asf, por sjemplo, ia Ureasa actda sobre la Urea CO(NH2,2
¥ no ic hace sobre la Thisurea CS(HH;)@. £n el caso de que
wabas estén presentes, ia Thiocurea o8 tan parecida sl ver
dadero sustrate, 1s urea, gue puede ocupar o1 centro Acti
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ve y milentras permanesca en el mismo no dejaré que lleguen
al miamo tas molécuias de HUren. Asf pues, la Thicures ac-
tda camo :ahibidor competitivo ya que diaminuye la velgci-
dad do la catdlisis al reducir la preporciédn de moldcuias
da enyimp tigadas al suatrate.

f.os ssguemas siguientes visualizan diversas posibilida-
des acerca del mecanismo de interaccidn.

Tante el inhibidor como el sus-
trato encajan en el centro acti.
vo del enzima.

inhibidor y sustrato compitaen

[:;f:::] por un lugar distinto al centro
activo del enzima

ia moldcula del enzima puede oscilar entre
do3 conformaciones espacinles. En una de
ellas retomnoce ¥ 8o une al sustrato; en in
atra, retonoce ¥ se une al inhibidor, al
tiempo que no puede hacerlo con el sumtrato

Frecuentemente la inhibicién de un enzimm es utilizada como
macanisme de regulacidn de la actividad del misme. El enzi-
| ma que cataliza la primera etapa de una via metabélica es
inhbido por el producto final

A B . b 1//—= P
Ey Exa B4y 1/
i, inhibicidén )

aaf{, is Galmctcsidasa, que hidroliza galactésidos liberan-
dn Galactosa, o8 inhibida por Im propia Galactosa,

La inhibicidn selectiva de los enzimas oa la base de la
accifn de algunas medicamentas. Asf, jas Sulfamidas ejer-
cen su accidn mwedicamentosa parque inhiben los enzimas re-
lacionados con el metabolisme del Acido p-amino-benzeice.
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Estw ccopueato ea un components vital del metabolismo de
wmuchas bacterias, pero no de la especie humana, de forma
qus la inhibicidn de dichos enzimas interfiere #l metabo
iismo bacteriano pere no el humano. -

* En lm inhibicidn no competitiva el inhibidor no actds dig
winuyende le proporcidn de moldéculas enzimbticas ligndas
al sustrato {como en @1 caso anterior), sine disminuyendo
¢l pnlwero de recambio (turn-over) del enzimm, La inhibi-
c¢ién, por tanto, depende fundamentalments de la congenta
cidén del inhibider, sin que importe la concentracidn del

sustrato.

Los onzimas que 8o denominan SHenctivos {came 1a Uressa)
POr necesltiar un grupe sulfhidrilo libre en el centre ac-
tivo sen extremadamente sensibles = Ia inhibicién por ca-
ticnes de metsles pesados ( pr't |, Hg"™ , Ag®, etc.). Loa
cianhuros son inhibldorss de loa enzimas oxidativos, ya
que forman complejos con sus coenzimas. 3Son estas razones
POT las que compusstos como wl plomo, el mercurio y al
timpure son venanonom pars wuchos organismos,

Efocto de la temperatura socbre la actividad enzimdtica

Cuando s¢ relacicna la velocidad de las reacciones enzimdti
cas con la tomparatursa, se han de considerar dos ofectos mantagé-

Snicos., De un lado, 1a slevacidn de ia temperatura se traduce on

una aceleracién de las reacclionss quimicas, y las reaccionas ca-
talizadas por enzimas no hacen excepcién a esta regla. Ello ea
consecuencia de quoe sl aumento de la tarparatura da lugar a us
incremento de la movilidad de las moléculas, facilitando por tan
to que alcancen el sstado de transicién,

De otra parte, los enzimas, al ser proteinas, se desanatura-
lizan por la accién del calor Y 8o inactivan cuando la elevacidn

de la temperatura sobrepasa un cierto punto, lo que permite ax-~
plicar el pico que se obasrva en la gréfice,

100

50

" Y L

20 4o 60 T &C

Frecuentemento bastan temparaturas de 55-60 ¢ para produ-
€ir inactivacidn térmica de los Snzimas, aunque no Falten las ox
cepciones !bacterias termoaciddfilos). En cualquier case su md i
#io de actividad se oncuentra dentro del margen de tamperatures »
Que estan adaptados loa organismos.,

Los efaectos de las radiaciones, ultrasanidcs, rayos X, neu-
tranes, stc. susien ser también inmctivantes Y buy enérgicos, co
o resultedoe deo wu accién desnaturalizante.

21



Efsecto del pH sobre lm actividad enziebtice

La mayorfa de los enzimas posesn un pH caracteristico al cual
su actividad as méxima; por encimm o por debajo de ese pH la acti-
vidad dismimiys. En cualquier casoc, no hay que olvidar q e sl pH
fisioldgico de los organismos se wantiens asnsiblemente conatante.

Aungue el perfil de la curva de actividad en funcidn del pH
=8 frecuentemente acampanado, no faltan las excepcionesa.

3
"-E: l Colinestcrara
él TFeipsing
2
2
o
A L. F i A i I
1.3 L] ] 8 [ H ]
wH
Papuna
= bearodsrgi da}
8 4 Y [

pi

Los efectos del pH sobre la actividad de los ensimas pueden

ser explicsdos sn funcién de:

* A gque la variacidn del pH provoca cambioes en la ionizacidn
{cargm) de ciertos sminokeidos, lo que puede traducirse en
cambios en sl centro active, lo que implics desnaturaliza-
cién del snxima.

* A que afocts a la cargs dol sustrate,.

Metabolismo del Kitrdgeno

La degradacidn de las proteinas conduce s la liberacidén de
aminokcidos, los cuales, a su vex, pueden ser d.grudu&m por diver
sas vias metabdliicas hasta compuestos mis sencillos. Los produc-
tos de la degradacién de los aminofcidos sop los cetodcides y ol
amoniace, Los cetokeidos pusden ser utilizados para construir nug
vos amihodcidos o pusden ser adn més degradados en las rutas del
metabolismo de les hidratos de cerbono y de ios hcidos grasos.
Por otro lado, el amoniaco es un producto téxico y debe aer neu-
tralizado o eliminado de algdin modo. Una porcidn de &1 se usa in-
mediatamente para la afntesis de nuevos aminchcldos, otra porcidn
i puede ser guardada pars usocs futuros ingorporéndose a diversos
estos, y finalmente, lo que queds puede ser convertido & pro

v e e
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ducios menos téxicos comoc la Urea o el dcido Urico. Estos compues
tos as forman principalments en el higado v aen transportados po;
@l torrente circulatorio hasta los rifiofies donde son filtradoa ¥
excretadey en la orina junto con algo de mmoniaco.

La Ureasa, de algdn modo, es un enzima peligroso para los
animales, ya que si dicho enzima astuvisse en ia sangre converti-
ria la urea de déata on anh{dride carbdnico Y amoniaco, y esto en-
venenaria al animal. La Urocasa es asf{ un enzima ne tipico de los
animales. Una porcién de la urea excretada por lo» animales liega
al suslo, asf que no es dificil ni sorprendante econtrar bacterias

del suelo preductoras de Ureasa.

£l enzima produce amoniaco que es utilizade por la bacteria
para sintetizar aminofcidos v otros compuestos gue contienen nj-
trégeno. Cooe resultado de la produccién bacteriana de Uroasa,
ests enzima se encuentra en ia mayoris ds los sueles, ¥ sau canti-
dad depende de cdmo de mctivas sesn sus bacterias, lo cunl a sy
vez depends de un elevado nidmero de factores como son el pH del

. suelo, los wétodos de cultive y fertilizacién, stc,

in hecho sorprendente es que muchos tejidos vegetales (rru-
tas de leguminoaas, sewillas de meldn, ete.) contisnen extromadan
cantidades de Ureasa sin razén aparente. No utilizan Urea couwo
fuente de nitrdgeno ni externa ni internamente, as{ gue no parece
que xdquieran ninguna ventajs conservando una proporcién conside-
rable de asus aintesis preteicas come provisidn de Ureasa. Sigue

sispdo un enigma,

Hetabolismo dei Almidén -

El almidén es un compuesto alimenticio importante en ia nu-
tricibén husana, actuando como fusnte bisica de snergis. Se forma
on las plantas y.es una wescla de dos hidratos de carbono cowple
Jos de slevado pesc molecular: la amiloss Y la amilopectina,

La amiloss esté constituida por moléoulias de glucosa unidas
*n cadenas, de forma que cada oadens contiens alredsdor de 200
JOO res{duos de glucosa unidas por enisces aife 1-4, Cada cadena
satn en forma de hélice sn donde hay 6-7 resafduscs de Zivcosa por

'vuslta. Las moléculas de Iodo pusden ser acopledas & ia hélice,

y on esta postoidn aportan un color asul a la amilosa {Renccidn
del Lugol), La amilopscticoa tasbién ests formada por woléculas de
glucoss pesreo, a diferencia de la amiloss, s unen en cadenas con

" miltiples ramificacionss, en las que cada rasal comtiens de 24

JO resfdics ds glucoss. En la smilopectina las molécuiss de gluco
SR S8 unen por enlaces alfa i-4%, salvo en los pontos de ramifica-
0ién donde se dan snlaces alfa 1-§. La amilopeotine también da
unk reacoids éoloresds con el Lugel. )

La amilosa y la amilopeotina pusden ser atacadas por la mce
oién de varios snatmas, generalwents la nilfa-awilusa ¥ }s bsta-
aAmilasa. La beta-amilasa hidrolima los sninces alfe 'l-4 empesan-
do deade los extremos de las- oadsnan, de tal forms que libera mal
tosns {dos moléculas de glucosa unidas), La aifa-amiless tambidén

‘hidrolisa;enlaces alfa -4 - pero sotda gcbre.las mwoléoulns de
cenilosn'y: amilopscsina en puntas ds.sus’Sadenas al asxar, de forms

‘:qu.‘;; o' liberaivmidaden, 5ing paquefias oadssas ‘irregularss. Durants
sste’procesc de hidrélisis snnimétion.las propiedmdes de colors
cién con el Iodo se plerden, [N ‘ o
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La alfe-amilasa ## sncusntra o muchos organismos, incluyen
do mam{feros, plantas ¥y bactarias. En suchos antmales, incluido
sl howbre, me produce en las giléndulss salivares y #n el jugo
pancredtice, asf que o3 el primer enxima que entra en contmcto
con los alimentoes ingeridos,
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APENDICE ITI: INSTRUCCIONES PARA LA REALIZACION DE LOS
INFORMES:

En todo informe habrd que diferenciar dos aspectos igual
mente importantes; el contenido ¥ la forma,

En l¢ concerniente a los contenidog, cada infoerme habri
de contar con los siguientes apartados:

1) Planificacidn. En el cual se describe la situacidn
pre-laboratorio: se define el problema a estudiar,
se formulan cuestiones, hipétesis, se disefian los di
ferentes experimentos, los procedimientos de trabajo,
89 seleccionan los aparatos e instrumental a utili-
zar, se describen las técnicas, se busca bibliogra~
f{a, otc,

2) Ejecucidn. Se describen las situaciones fque tieron
lugar durante la ejecucidn de los oxperimentos o ac-
tividades previamente planificadas, Igualmente, se
deseriben las observaciones, tanto cualitativas como
cuantitativas, que han sido registradas ¢ calculadas
& medida que se manipula y desarrclla la actividad,

3} Anflisis ¢ Interpretacidn., Transformacidn de los da-
tos, reprosentacidn de los mismos en forme de tablaas,
gréficos o ecuaciones que permitan su andlisis cualji
tativo o cuantitativo, Se explican suposiciones sub-—
yacentes a une interpretacién, se realizan compara-
ciones estadisticas de errores o probabilidades, se
determinan correlacicnes cualitativas o cuantitati-
vas, sse proponen sugerencias sobre errores, limita-
cionea o supuestos que afecten a los datos recogidos,
Froposicidén de una generalizacién o modelo, eote,

4) Aplicacién. Valoracién de la posibilidad de aplica-
cidn a otras situmciones del prinecipic bajo estudio,
exponiendo tal prediccidn en términos de hipdtesis
verificables, Sugerencias acerca de las aplicaciones
contempordneas, ato,.

Finalmente, habrd que poner especial cuidado en loas as-
pectos referidos a la forma (vocebulario y sintaxis, repre
sentacién grédfica, organizacién general, presentacién, cohe
rencis y comprensidn general de la actividad),
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PRIMERA PARTE; ACTIVIDAD EXPERIMENTAL

. 1. INTRODUCCION

El objetivo general de la presente sctividad experimen
tal consiste on 1la familiarizacidn con ia wetodologia v
técnicas de trabajo utilizadas en Bioguimica, Para ello
8e ha proyectado realizar una Investigacidn que ponga do
manifiesto el fundamento de la cromatografia, como métode
smploade pars la separacidén ¢ identificacidn de comptestos
biloldgicos,

En este proyscto de investigacidn utilizaremos ol enzi-
za Tripsina.en tres experimentos diferentes.

Como requisito previc deberdn leorse cuidadosamente las
instrucciones y precauciones generaies que figuran en ol
apartado siguients. Igualmente, a medida que se desarrolla
la investigacidn, el alumno precisard adgquirir determina-
dos vonceptos tedricos acerca de loa enzimas, su modo de
accldn ¥ 1a base de 1las técnicas cromatogrdficas, para lo
cusal deberd consultar la bibliografis coryespondiente, En
la segunda parte de este documento se facilita una breove
Yy sencilla documentacidén tedrica que puede servir como pun
to de partida,

Objetivos operativoss

~ Familiarizarse con la corrects utilizacién de;
* pipetas ¥ probetas.
* indicadores,

= Ser capaz de preparar solucionoes con exactitud,

= Recoger y elaborar resultados experimentales,
representdndelos gréficaments,

- Extraer conclusiones a partir do los datos ob-
tenidos a lo largo do una investigacidn y for-
zular hipétesis explicativas de los mismos,

=~ Determinar la precisidén y las posibles fuentes
de error de las observacionss realizadas,

A
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PIX. INSTRUCCIONES Y PRECAUCIONES GENERALES

i
i
!

e

gA) Sobre la limpieza:

Todos los experimentos con enzimas requieren prestar

;unn eapecinal atencién a la limpiozs de los apsrates y wate

rial empléado, ya que indicios do motales o de &lcalis pue
den afectar a la actividad enzimética, Por ello, todo el
instrumental, especialmentse el nmevo, debe ser cuidadosa-
mente lavado varias veces y enjuagados con agua destilads
¢ desionizada. No deben utilizarse detergentes que conten-

| gan euximas para lavar el material, ya& que las proteasas

que éstos contienen mson dificiles de eliminar durante el
lavado y pueden digerir a los enzimas empleados en la expe,
riencia,

Al fipai de cada sesldn experimental debe lavarse todo
@l vidrio, no dejando esta labor doméatica para otro dia,
La sujeccidn a estas norzas prevendréd los ervores debidos

a 1a contaminacidn de una solucién con otrs., Nunoca ae in-
nistirﬂ lo suficiente on 1la imporiancis do la limpieza en
¢l trabajo de ladboratoric,

B) Sobre las soluciones:

Siempre debe utilizarse agun destilada o desioniza-
da para preparar las diferentes soluciones y reactivos.

Los enzimas se suministran en polvo ¥ sus solucio-
nes no son pormanentes., Una vez realizadas mantienen su
actividad durante varios dfas si s¢ conservan en refrige-
rador, por ellc habrd gue prepararlas inmediatamente an»
tes de roealizar el experimento correspondients.

Las soluciones enzimfticas no deben ser agitadan de
masiado vigorosamente ya que ello ¢» ceausa de deanaturali
saoidn y de inactivacidn, lo cuasl wiene indicado por la
excesiva espuma de las soluciones, Por la misma razén, de
ben agitarse suavemente las soluciones de Albﬁnina.

Cuando se¢ utilice el Metanol y la Ninhydrina debe
tenerse especial precaucidn puss son productos venenososs,

C) Sobrs las pipetas:

Siempre que se utilicen pipetas deberd tenorse extrs
nadoe culdado en-reservar upa pipeta para cada tipo de uso,
Es decir, la pipeta marcada con "ENZIMAY deberd utilizarase
exclusivaments con las soluociones del enwima cervespondien
b & lnﬂlogamcnta,ﬂll pipetl warcada con_'SUSTRAEO* adlo




debe usarse con las scluciones del sustrato correspondien-
te, En caso de no disponer de un ndmero suficlente de pipe
tas, una tercera pusds ser reservada para usos gonerales.
En todos los casos, cuando uns pipeta ha sido utilizada
con una solucién determinada debe lavarse (por dentro y
por fuera) al menocs tres veces antes de utilizarla cén una
nueva selucién, lo cual es extensivo a todos loa experimen
tos, se empleen o no onzimas,

D} Sobre los Cromatogramas:

tapa -

;{:—
e

susstra

aplicador

kY >
2 3

|

§ |
! \

| pelaae \disobule

La cromatografia ea un wmétodo utilizade PAXA la separa-
cién de sustancims quimicaments siosileres, El principio bésico
consinte aplicar la mezcla de compuestos m eatudisr a una fuse oa

- taciovaria (swa s8lida o lfquida). Una fase mévil (lfquide o gan)
atraviesa la fase sstacionaris. Los compusatos de la mexzcla se L 13
pararfn segin su relacién se solubilidad entrs ls fase sstaciona
ria y Ia fase mivil.

Zn la gromatograris de papel, éste actda coco woporte de
ia fase sstecionaria acuosa, sisndo la fase mévil un disclvente
orgénico. Ls técnica general es la siguiente:

Fara la cromatograria sobre papsl que vamos & realizar
utilizaremos vasop cromatogrificos. Dichos Teoipisntes constan
ds un vaso que digpons de unm bola de cristal en el fondo ¥ unae
tapa. El disolvente (Mstavol 4 Niohydrina) de la fese mévil se de
posita an el fondo del vaso da forws Que cubra la bLole de aristal
paro sin scbrepasaria. ' . .




L.a mezcla de compueatos & AepaAral 56 pPreparan en disolu-
cifn y una muestra de ella ae depoaita {por medio de un aplicador

! previamente bien empapado en ella) en uno (o amboa) extremos de

"ia tira de papsl cromatogréfico. Este Sres de aplicacidn se deno-

ming srigen.

A contiouacido doblar le tire de papel a i mited y de jar
1a reposar durante unos 5 minutos para fqQue se AeqQue la muestra (o

muestras).

La tira de papel conteniendo la wuestra (o muestras) a sa
pArar s» coloca doblads (a modo de V invertida) dentro de! vaso
cromatogrifico de forma que sus extremos se sumerjan sn el disol-
vents. Finalmsente ae coloca 1la tapa.

ElI disclvente ampapard el papel y poco a poco es absorbi-
do comenzando a ascender. Cada producto de la mozcla tiene dos po
sibilidades: puede emigrar con #l disolvente (que ss completmmenc
t® apolar} o quedar retenido por sl soporte de celulosa hidratado

qgue es altasente polar.

,Boapu‘s de transcurrideoa 5-10 minutos, con unas pinzas se
sxtras la tira de papel cromatogréfice. En ese mowmoentc el avance
del disolvenie se detendri y cada uno de los compusstos permansce
rd en »l lugar a donde hubisse llegado wn ess momento: los més 80
lubles estarén cerca del frents del disolvente ¥ los menos més re
trassdos. Los productos de 1la meazcls se habrén separade segmin su
relacién de solubilidad entre el agua y el disolvents,

Uns vex extralds la tira ds papsl cel wvaso cromatogr&fice
se fa dejard secar en una sstufs a 70-110%C durante 2-3 minutos
con objleto ds pecar ¥y revelar sl cromatograma. La pressncim de
Ninhydrina junto al disclvente permite tefiir los sminofctidos, los
cuales sparscerén de color pirpura o amarille.

frente del
disclvente K VAl dobles
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Una vez revelade el cromatograma rodee las manchas con
14piz v mida la distancia ~A- desds el origen hasta donde ha 11
gado el frente del disclvente. Igualmente mida la distancia -B-
desde el origen a la mancha. La relacién B/A = Rf a8 caracter{s
tica para cada amincécido en un determinado disolvente y su am-
pleo permite la determinacidn de la presencia de los distintos
aminoficidos en unm solucién proteica problema.

Finalmente rotule y guarde ol cromatograma.

wancha

. SEUNCL N . .__[7 frente del discolvente

A
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I
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XIX. Ia‘veatiggciones

|

EXPERINENTO 1

Deposite 10 gotas del aminofcide Valina en un vaso graduado
y otras 10 gotas del sminokcido Acide Asphreico sn otro. Coloque

origen
. thn musstras
! pequefias

doblesx

origen
con musatras
grandes

|- -

un aplicader en cada unc de los vasos durants unos sinutos para
que los amincdécidos empapen la maderaly, a continuacién, deposi-
ts con la punta de cadm ap
nokcido en un extremo (una junte & otra) de una tirs de papel
eromatogrifico, ¥y una muestra queila de cada aminofcido en el
otro extremo {una junto a otra) de ia tira de pupel.

licador una wusstra grands de cada ami

Froceda s realizar la cromatogra-
f{a introduciendo sl papse} cromategrd
fico (una vexr secas las miestras) en
ol vaso cromatogréfice con 4} disol-
vante, -

Al cabo de 5-10 minutos proceda a
revelar sl cromatograma, secéndolo an
una estufa & 70~-110%C durante unos 2-
J minutos. Hotuls y conserve el croma
togramn,

Obaerve las manchas aparecidas y
su trayecteria, determinando cual co-
rresponds a cada sminokeido. Coments
los resultados. {*#),

{**} Un rastro abundante quiare decir gue el cromatograma esti
acbrecargado, indicande que hay desoasiada cantidad de [ TUT- 25
tra aplicada. Tenga s#to presents & la hora de depositar Ia
muestra en sl experimento By,




EXFERIMENTD 2 2

Mezcle las dos soluciones de aminofcidos del sxperimento 79
#n un vasc graduado, Aplique una gota de la muestra {**) on ol
oxtremo de una tira de papel cromateogrificeo. Froceda, come en sl
caso del experimento 7®, a realizar ia cromatogral{s ¥ revetar
el cromatograma, Rotule y conserve el cromatograma.

Determine los Ry de ceda aminofcido y decida, en base a ell
cual corresponde & cada uno. Comente los resultados,

(**) Pars deteruinar 51 tamaflo de 1a molu.'u & depositar tenga
-presente los resultados dal experimento 7%,

arlea g
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EXPERIMENTO 3'

Preparar las solucionest

Albdmina
Tampdn pH=Y
Tampdn pH=3
Tripasina

Toms 2 tuboa de enasyo ¥ deposite:

en el tubo n% 1 10 gotas de sclucidn de albidmina
10 gotms de tampén pHe?7
10 gotas de solucién de Tripsina

en ol tubo n? 2: 10 gotas de solucidn de albdmina
10 gotas do tampén pHe?
10 gotas de solucidn de Tripsina

Deposite una muestra grande do cada mezcia sobre ol extrems
de una tira de papel cromatogrdfico (utilice una tirs pars cada
muestra}, Guarde las tiras de papel una vez secas.

Rotule los tubos de ensaye y mantengalos durante 1-7 dias
a la temperatura smbiente en un lugar sin vibraciones, Al cabo
de dicho tiempo deposite una muestra grande de cada tubo en el
extremo iibre de la correspondiente tirs de papel gue conserva.
Doble las tiras de papel y ddjelas secar, Proceda a realizar la
cromatografia y al revelado del cromatogrmma, Rotule y conserve
ios cromatogramas.

; Comante los resultados e intente doterminar la presencia de
los aminclcides Valina y Acido Aspértico.




SEGUNDA PARTE:; ASPECTOS TEORICOS

Una de las caracterfaticas més sorprendentss de loa organis
mos vivex eos su capacidad pare llevar a cabe una gran veriedad -
de resccionas guimicms, Con sw alimentacidén, cada organismo cap-
ta como nutrientes una diversidad de moldculas que podrén utili.
zar ya sea como fuente de onergfa para realizar las distintas no
dalidades de trabajo celular, o bien como precursoras deo los cen
tenares © miles de biomoldculas sstructurales o funcionales de
las células, moldculas tan diferentes como un anticuerpe protei-
co, una hormona estercide o un fcido nucleico, Asf pues, mientras
dura su vida, tode organismo ¢s la sede de una actividad incesan
te que impiica tanto procesos de biosintesis de 1los componentes
celulares, vomo de su degradacide y eliminacidn. Globalmante to-
da esta actividad bioquimica le incluimos bajo la denomingcidn
de metaboliasmo celular, y dade que el metabolismo procede de for
ma escalonada & través de numeroscs compuestos intermediarios,
con frecusncia se emplen el términoe de metabalisme interwedimrip
para designar a sus diversas rutas bioquimicas, Los productos in
termodios del metabolismo se llaman tambidn metpbolitos.

Ahora bien, gran parte de las reaccliones que intervienen en
&1 metabolismo celular, & bien no se realizan esponténeamente
fuera de la célula -a la temperaturs, presién y pH que taracterj
ran &l medio viviente~ o bien Jo hacen con un ritmo incompatible
ton las necesidades de los seras vivos. Cabe, por tanto, wl pre-
guntarse como es posible gque adn loa organismos mAs sencillos
puedan lievar a cabo esta quimica tan compleja que humiliarfa al
quimico mAs compstante. Ello 3o debe a gqus los millarea de reac-
ciones de sintesis ¥y degradacién necesarios para ol mantenimien-
to y supervivencia de la espacie, afrecen la particularidad de
efectuarse y regularse por obra de catalizadores sapec{ficos que
~llamamos enzimas y que pueden definirse comc prétides dotados
de actividad catalftica espscifica y capaces de actuar tanto den
' ire como fueram de la célula u organisme que les produce. -

: Como ojemplo de¢ l¢ anterior podemos conasiderar lsa hidréii-
. 8ias del srucar comin de mesa: la Sacerosa., Una molécula de Saca-
i rosa se compone de uns molécula de glucosa junto a una meiécula
-de fructosa. Es auy flcil romper la Sacaroaa en glucosa y fructo
- sa por hidrélisis; ssto ccurre muy lentaments cuando la aacarosa
2¢ disuelve en agua, pero se¢ acelora bastante calentends la aoly
ccidén de sacerosa con un &cido, por ejemplo s} &cide clorhfdrice,
{En aste caso el Acido eatd mctuando como un catalizadoer. En la
‘géiula viva, donde las reaccionss tisnen lugar sin &cidoax ni ca-
;lar. 1a hidrélisis de la sacarosa se lleva a cabo gracias al en-
2ima [nvertssa, En presencia de Invertasa una sclucién de sacaro
sa se convierte rApidamente en una solucidn de glucosa y fructo-
.38, sin necesidad de Acido ni caler,

. Ahora bien, basta pensar en la gran cantidad de enzimas pra
sentes on cualquier célula, y on la sxtrema diversidad ds sus
funcionea, para que nos demos cuenta de que la suma de Sus acti-
vidades conducirfm a un verdaderso caos, a no ser gque existan me-
canismos encargados Jde coordinar sus actividsies en un sistema

coherente.,



Asi como en los animales ol sistema Dervioso y 1 sistemn on
dosrine aseguran la coordinacién en ¢l funcicoamjiento de lowm 6:;.
Hos y tejidoa, es decir, 1a coordinacidn sntre células, tambidn
serd precisc que en ¢l senc de¢ cada célula exista una red ciberné
tica que asegure la ccherencia funciopnal de la maquinaria quimics
intracelular, Ello ss ohre de loa enzimas denominados alomtéricos
que juegan )} papel de datoctores ¢ integradores de la informa-

¢idn quimica.

Asi pues, loas snzimas son proteinms sapecislizades en la ca-
tAlimis de las reaccionss biolégicas, y entre suas propiledades miés

significativas, destacaremon:

* 3u eficiencia o eficacia catali{tica, wuy superiora Ja de los
catalizadores no bilolégicos. Se ha podido esfimar que las
reaccionss natalizadms snrimbticasente tienen lugar & velo
cidades qua ast Dol lo menos 107 veces mayores que las co-
rrespondisntes reacciones no ontalizndaa. Con el ndwero de
recambio {turn-sver) expresamos el nimerc de moléculas de

. sustrate transformadas por minute por una a&él moldcula de
enzioa. Este ndimero es del orden de 10J a

* oy sxtrscrdinarissente alta aspecificidad, y que comprsnds
un doble aspecto: por una parte, cads engima sele oataliza
un tipo particular ds resccidén gquimica, y por otro, cada
enzima as mAs o menos eatrictawente sepecf{fico de un cier-
to sustrato e incluso, en ocasiones, sctdan sobre un deter
minado compuesto, al tiempo que carecsn de mccién sobre
sus eatsreoisdmercs.

* Los enzimas estin sometidos & un doble_sistoma de regula-

cidn:
-Un sistema de control de su sfnteais (Teorfa del Opg

rén, que veremos eon tomas poateriores).
-La sctivecién (o inhibicidn) de los snzimas presen-

tes {enzimas alostdricos, véase pag ).

Energlis Libre de Activacidn

Una reaccidn quimica, tal comoe 5 ———— F , tiens lugar
porque, on cusiquier instante, una ciertas proporcidn de la poblia-
cidn de molfculas 5 poses la sulicients energia como para encon-
trarse en un sstado sctivaedo, lLlamade estado de transicidn, sn el
que la probabilidag de que se sstablexca © ae rompa un enlace qui
mico para formar el producto P es méxima. Este estatdo de transi-
cidn rTeside en la cima de la barrers de snergia gque separa a los

reaccionantss ¥y a los productos.

La cnergfia Libre de Activacidn es la cantidad de energia ne
cesaris para Llavar & todas las moléculss de un mel da 5 al aata
do de tranaicidsn.

ues bien, los catalizadores sceleran las reacciones quimi-

cas porque disminuyen la energia de activecidn, El enzims se com
bina con el sustrato y se produse un satado de transicién de me-
nor energia de sctivacién que el correspondiente a la reaccidn

np catalizads.
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Energia Libre de
Activacién de 1m
reaceidn no catalisada

Energia Libre de
Activacién de la
reaccién catalizeda

onergia 1ibre mer—oa. .

curse de la resccidn e

Velocidad de las reacciones enzimiticas

Ua vasge caracieristico de las reaccicnes catalizadas por on
zimas o3 el de que la velocidad de cathlisis -V. varfia con 1a con
cantracidén de sustrate on la forms que muestra la figura. Como
pueds verse, para una concentracidn dada del enzima, si la concen
tracifn del sustratc es pequeila, la velocidad de la reaccién es
casi proporcional s la {S}. Cuande ia concentracién del sustrato
es altn, 1 velocided de la reaccién llega a ser précticamente in
dependiente de la {S] ¥ s8¢ aproxima axintdticamente A una velociw
dad constante.

Vz V¥ max.,

velocldad — s

Km [pustrato]

7



Fste sfecto de saturacidn condujo a formular la hipdtesis de
que el enrims y el sustrato reacclonan reversiblemente para for-
mar un complejo enzima-sustrato -E5-, que podré exci dirse for-
mando &1 produsto P« y liberando E.

E &+ 5 >  E5 » £ + P

Ya hemos indieado gue la mayoria de los enzimas son altamen~
te seleqtivos con respecto a los sustratos, lo gue verosimilmente
eatd relascionado con su conformacién tridimensional. Podemos ima-
ginar que la molécula del enzima {actuando a la manera de una ce-
rradura) tieme una cavidad en la que encaja la molécula del sus~-
trate (la llave), y séiamente cuande el sustrato estd alojado en
el lugar correcto puede verificarae la interacecidn catalf{tica.

sustrato

centro

active complejo ES

E} modelo de la llave y la cerradura
de ls interaccién de los sustratos y
loas enziwas. El centro active del en
zima por ai mismo es complemantario”
a la forma del sustrato.

snzima

La regién especifica del enzima gque contacta con sl sustra-
to ¥y que participa directamente sn la Tuptura y produccién de en
Lacos e depomina centro active y up spzlimn sdlo actuark sobre
unt suatrate cuando Githa sustancia pusda establecer la correcta
relucién, Es decir, si la molécula no encajs en el centro aciive
no tiene lugar la resccién catalizsda, » incluse ain cusnde haya
encajado, seri necesaric un corrscto alineamiento de lmas cargas

sléctricas entre el enzima ¥y ¢l sustrato.

Mo ohstante, ss ha sncontradp que alguncs enzimas experimen
un camblo de su conformmcién tridimsnsional cusnde as unen a sus
sustratos. El *anclaje inducido® del enzima con el sustrato que
wodernamente se propone, determinaris le alinsacién y la orisnta
¢i6n precisas de los grupos catalfticos y de unidn necesarios pa
ra producir ia resccién., Este cambio de sonformacidn del enzima
podrim originar tesbién una torsidén o una compresidn en la woié~
culm de) sustrato ¥ hacerio, de wste wodo, mis susceptible al
staque catalftico. Asf mismo, otra funcidn del cambioc de confor-
macidn inducide por sl sustrato, podrin ser is de hacer popsible
1w sliminacién de los productos ds la reaccidn del centre activo
despuéds de 10 cual la conformacidn del snzima puede volver s au
satado inictisl.

Los snximas no catalizan dnicawents reacciones d» disgrega-
cién de un determinadc austrato, »inoe que tanbién pueden catali-
3ar reacciones de sintesis o la transfersncia de partes de uns
moléouls & otra (véase figura). En estos cascs es posible que el
tactor mis importante implicsdc sn la remccién ses el que dos (o
més) molécuiss sustrato ssan puestas en contacts {ntimo.
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El modelo de Im liave y la cerradura para la accidn enzimdtics
ug Invertasa

b} Sacarosa Sintetasa
8}
® W aucon
sacarosa fructosn
[ S—

Invertasa

maltosa
InQ;rtasa
b)
fructosa gfﬁaosn Sa&carasa
éﬁ@h o UOP
R

Sacaroan Sintetasa

Ls formmcidn del complejo ES o8, on gran medidas un procosc
aleatorio, ¥ya que en una sciucién las ooléculas del enzima ¥y dal
sustrato se encontrardn en movimiento casual y descontrolada,
chocande unas con otras aleatoriaments, Bajo condiciones favora-
bles, una cierta colinidn Lleva a ia formacién dol complkejo ES,
eon le que se induce la resceidn dando origen a loa productos de
misma y & la liberacidn del enzima apto pars formar un nuevo com

plejo ES,

Mcdificacién de ia activided enzimhtica
S Aetivicad enzimAtica

La activided de ics enzimas puede ser afectada per diversos
Factores, asi como por metaboliteos eapecificos, y poderoa decir
que, desds un punto de vista gendrico, un activador es aquél que
sumenta la velocidad de ia reaccidn enzimitica, y un inhibidor
¢! que disminuye la velocidad do 1a misoa; pudiendo distingulr
entre:

* Inhibicién competitiva. El inhibidor puede combinarse con
ol enzime Libre, de tal modo que compite con ol sustrato

normal para unirse a! centro active, y por tanto la uniédn
del enzima &l sustrato o al inhibidor “competitivo son
scontecimientos mutumments excluyentes.

Asi, por sjempic, la Ureass actia sobre la Urea CO(NH2)»
¥ ro lo hace sobre la Thiourea ¢3(NH2)}2. ©En el caso de Gue
ambas estén presentes, 1a Thioures o3 tan paracide ai ver

. dadare sustrato, la ures, que puede oscupar ol centyo acti

S < B

. o e e man e



Vo ¥ mientras psrmanezos en ol mismo no dejard que lleguen,
al misio ias moléculas de Uresa. Asf pues, la Thicures ac- |
tda coame inhiblidor competitivo ya que disminuys 1a veloci-
dad de la cat&lisis al reducir la proporcidn de moléculms
de enzima ligadas al sustrato.

Los saquenas siguientes visualizan diversas poaidbilide-
dea acerca de! mocanismo de interacceidn.

QQ Tanto @l inhibidor como &) susw
trato encajan en wl centro acti.
vo del enzima.

Inhibidor y sustrato compiten
por un lugar distinto al centro
activo del enzima

La moldcula del snzima puesds oscilar sntre
dos conformaciones eapaciales. En una de
ellas reconoce ¥ se uny al sustrato; en la
otra, recongce Yy ss uns al inhibidor, al
tiempo que no pueds hacerle c¢on el sustrato

Frecuentemente la inphibicién de un snzima -3 utilizada como
mecaniamo de regulacidn de la actividad del) mismo, El enzi-
ma gue cataliza la primera etapa de una via metabbiica es

inhibido por el producto finml

A ET,B = c 5 D 1/} ¥

Asf{, ls Galmctcsidasa, que hidroliza galactdaidos liberan-
do Galactosa, es inhibida por im propia Galactosa.

cha.inhibicidn selectiva de los anzimas es 1 bane de la

“sgoién de sigunus medicamentos. Asl, Las Sulfsmidas ejer-
“"cen ‘su: accidn medicamentosm porque inhiden. los enzimas re-
lacionados con el metabolismo del Acido p-amimo-benzoico




Este ccompussic ¢3 un componente vital del metabolismo de
muchas bacterias, pero no de 1a *specie humana, de forms
que la inhibicién de dichos enzimas interfiere #1 metabg

lismo bacteriano pers ne el hursne,

* En ia inhibicién no competitive el inhibider no actds dis

minuyendo la proporcién de meldculas snzimdticas Ligadas
al sustrato (como en sl cane anterior), sino dissinuyends
el ndmerc de recambio {turn-over} del ensima. La inhibi-
cidn, por tanto, depende fundasentalmente de ia concentra
cidn del ivhibidor, sin que lmports is concentracidn del)

sustrato.

Los enzimas que se denominan SH-actives {como la Uroasa)
POF necesitar un grupo suifhidrile libre #n al centre ac-
tivo son extremadaments sensibles a ix inhibicién por ca.
tionan de motales pesades ( PO* | Hg*™, Ag*, etc.). Los
cianurgs son inhibldores de los enpjmas oxidativos, ya
que forman complelos con sus coenzimas. Son entas razones
por las que compuestos como sl plomo, al mercurio y el
cianure son venenoacs para muchas organismos.

! Efecto de 1a temperaturs sobre ia sctividsd enzimftica

Cuando se relscicna 1a velocidad de laas reacciones enzimégi
Cas con la temperatura, ae han de¢ considerar dos efectos antagd-
! micos. De un lado, la slevacidn de 1a teaperatura se traduce en
| una aceleracién de las reacciones qufmicas, y las reaccivnes ca-
talizadas por enzimss no hacen excepcién 2 osta regla. Ello ea
consscuencis de que sl sumente de l1a temperatura da lugar a un
incremento de la movilidad de las moléeulas, facilitends por tan
to que alcancen el estado de transicién.

to, los enzimas, al ser proteineas, ss desnatura-
enlor y se inactivan cuando ia alevacidn
lo que permite ex-

Dae otra par
Lizan por la accisn del
de 1m temyorltuqa sobrepasa un cierto punto,

pPlicar el pico que se cbaserva en ia gréfica.

1GQ
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Frecusntements bastan temperaturas de 5560 ¢C para produ-
€ir inactivacidn térmica de los wnzimas, aunque ne falten las ax
cepclones (bacterias termoacidéfilas), En cunliquier caso aun mﬁ;g
mo de metividad ae encuentra dentro del margen de tomperaturas =
Qque sstan adaptados los organismos.

Los ereotoﬁ de ina radiacionen, ultrasonides, rayes X, neu-
trones, etc, suslen ser tambidn inactivantas y nuy.anérgicoa. co
me Tesultade de su mccién desnatursiisante,

T I T T . .
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Efscto del pH sobre lm actividad enzimética

La sayorfa de loa enzimas poseen un pH caractoristico al cual
s¢ actividad es whximaj; por sncima o por debajo de was PH la acti-
vidad disminuye. En cualquier caso, no hay qus olvidar q » el pH
finiolégico de los organismos se wmantisne sensiblements constants.

Aunque ¢l perfil de ls curva de actividad en funcidn del pH

oa frecuentemente acaspanada, no faltan las sxcepciones.

kJ
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% Cohnesterara
- Tripsina
]
T
1
3
— s A " " .
] L] 10 [) a 10
o pht
Pepein o "
.
¥
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Loa elfectas del pH sobre la actividad de ioa enzimas pueden
ser explicados sn funcién de:

* A que la variscidn del pH provoos cambios en la ionizacidn
{carga) de cisrtos sminobeidos, lo que pusde traducirse en
cambios wn el centro activo, lo que iwplice desnaturaliza.

‘gién del enzima. .
* A que afacts a la cargs del sustrato.

Matabolismo del Nitrégeno

La degradacién ds las proteinas conduce s la liberacidn de
aminoficidos, los cumles, & su vez, pusden aer degradades por diver
sas vias metabdlicas hasta compuestos més sencillos. Los produc-
tos de la degradacidn de los aminofcidos son los cetokcidos y e}
amonisco. Los cetofcidos pueden mer utilizados para conatruir nug
vos aminolcidos o pueden ser aidn wmés degradados sn las rutas del
metaboliswmo de los hidratos de carbong ¥y de los Lcidos grasos.
Por otro lado, #) amoniaco es un producto téxico y debs ser neu-
tralizedo o eliminada de algdn modo. Una porcidn de &1 se usa in-
medintamente parn la sintesis de nueves aminokcidos, otrs poreidn
pusde ser guardeds pars uaoes Puturos incorporéndoss a diversos
compuastas, ¥ finalmente, lo gue queda puede ser convertido a pro

- e
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ductos menos tdxicos come la Urea o al hcido Urico. Estoa compues
tos se forman principalmente em el higade y aon transportados por
el torrente circulatoric hasta los rifiofies donde mson filtrados vy
exivetados en la orina junte con algoe de amoniaco.

La Ureasa, de algiin wodo, s un enzima peligroso para lLoa
animales, ya gue si dicho enzima estuviese en la sangre converti-
ria la urea do data en anhfdrido carbdnicao Y amoniaco, y esto en-
vensnar{a al aniwal. La Ureasa es as{ un enzima no tipico de los
animales. Una poreidn de 1a urea excretads Por los animales llega
al suelo, as{ gue no es dificil ni sorprendente econtrar bacterias

del suelo productoras de Ureasa.

El enzima produce amoniaco que es utilizado por is bacteria
para sintetizar aminodcidos y otros compuestos que contienen nji-
trégenn, Como resultade de la produccién bacteriana de Ureass,
eate enzima se encuentra an la mayoria de los suslos, ¥ su canti-
dad depends de codme de activas sean sus bacterias, lo cual a su
vez depende de un elevado ndmero de factores como son el pH de)}
suelo, los wétodos de cultivo y fertilizacidn, ete,

Un hecho sorprendents es Gue muchos tejidos vogetnles {fru-
tas de legusinosas, semillas de meldn, etc.} contiensn extremadas
castidades de Ureasa sin razdn aparente. No utiligan Ures como
fuente de nitrigene ni externa ni internumente, asf{ gue no parece
que adguisran ninguna ventaia conmervando unas proporeidn conside-
rable de sus s{ntesis prcteicas como provisidn de Ureasa. Sigue

siendo un enigoa,

Metabollismo del Almidén *

- El almidén es un compussto atimenticio importante sn Is bDu-
tricidn humans, actuande como fusnte bsica de snergia. Se forma
on las plantas y, es una mezcla de dos hidratos de carbono comple
Jos de elevade peso wolecular: ia asilosa y ia amilopectina,

#

La amilosa estd ‘émtituidn’ por moléculas de glucosa unidas
on cadenas, ds forma que cads Oadena contiens alrededor de 200~
300 residuos de glucoss unidas por enlaces alfa 1.4, Cada gadena
esta on forma de hélice en donde hay 6-7 resfducs de giucosa por
Yuslta. Las moléculas de Iode pusden ser acopladas & ia héliee,
y oo esta poeicién apirtan un color msul a la amiloss (Remccidn
del Lugol). La amilopsctina también ssta formsads por wmoldoulas de
glucosa pero, a diferencia de ia amilosa, se unen en cadenas con
miltiples ramifionciones, en las que cada ramal contiens de 25
30 resfditos de glucoss. En la amilopsotips lus moléculas de gluco’
A 5% unen por eniaced Alfa 1-%, salvo en los puntos de resifica-
oidn donde es dan enlaces mifa 1-6. La smilopectina tambidn da
uns remccién éoloreada con &) Lugel. :

La amiloss y la amilopectina pusden ser atacadas poxr ia so~
oién de varios snsimas, gensralments la alfa-anilasa y 1la beta-
anilasa. La Gets-amilass bidroliss los sniaces alfa 1-4 smpenan~
do desde los. extresos de 1las. oadsnas, de tal forma que: libera. mal
_Sosns (dos moléoulns d¢ glucoss unidas). La alfaramilass- tandidn -
"hidroliga enleces ‘aifa 1-4 :,; pero-sotda. scbre 1ns moléculas de ;.
axilosa yiamilopectina ‘o puntes deisus oadenas Rl _Asar, de forms:
-que po- LibeTa txidedes 8ing. pequefias’ oadenas. irregulares. .Durants -
(este procesc’ds hidrdlisissnsimftich Lles.prepisdades de colores

oidn con: el Todo.se plerde




La slfa-asiiass se sncuentra #n Puchos organismos, incluysn
do mwami{feros, plantss y bacterias. Ern wuchos animales, incluide
sl howbre, se produce sn las gléndulas salivarss y en el juge
pancrefitico, as{ que ss sl primer snzima que entra sn contacte
con los alimentos ingeridos,




APENDICE IIY: INSTRUCCIONES PARA LA REALIZACION DE LOS
INFORMES:

£n todo informe habr4 que diferenciar dos aspectos igual
mente importantes: el contenido ¥ 1la forma,

En lo concerniente a los contenidos, cada informe habri
de contar con los siguientes apartados:

1) Planificacifn. En el cual sé describe la situacidn
pre-laboratorio: se define ol problema a estudiar,
se formulan cuestiones, hipdtesis, se disefian los di
ferentes experimentoes, los precedimlentos de trabajo,
se¢ seleccionan log aparatos e instrumental a utili-
zar, se describen las técnicas, se busca bibliogra-
fia, etec,

2) Ejecucidn. Se describen las situaciones que tienen
lugar durante la ejecucién de los experimentos o ac-
tividades previaments prlanificadas, ITgualmente, se
describen las observacionea, tanto cualitativas como
cuantitativas, que han sideo Tegistradas o calculadas
a medida que sa manipula y desarrolla la actividad,

3) Anélisis ¢ Interpretacién, Transformacidn de los da-
tos, representacién de los wismos en forma de tablas,
gréficos ¢ ecuaciones que permitan su andlisis cuali
tative o cuantitativo, Se explican suposiciones sube-
yacentesa a una interpretacidn, se realizan COMPERL G
ciones estadfsticas de errores o probabilidades, se
determinan correlacicnes cuelitativas o cuantitati-
vas, se proponen sugerencias sobre errores, limita-
ciones o supuestos que afecten & los dates recogidoas.
Proposicién de una generalizacidn o modelo, etc,

4) Aplicacién. Valoracién de 1a posibilidad de aplica-
cién a otras situaciones dal principio baje estudio,
exponiendo tal prediccidén en términos de hipbtesis
verificablea, Sugerencias amcerca de las aplicaciones
contempordneas, etc,,

Finaimente, habrd que poner especial cuidadoe en los ag-
pectos referidos a la forma (vocabularic y sintaxis, repre
sentacién grdfice, organizacién general, presentacién, cohg
Tencia y comprensidn general de 1a actividad),
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- Is INTRODUCCION

: En esta actividad experimental van a realizarse una a9
| rie de pequefias investigaciones, con objete de poner de
| manifiesto las leyes de Mendel sobre la herencim, asf co
~M0 diversas “sxocpciones® a la tercera ley. Para ello se
 utilizarén mazorcss de maisx,
I

Antes de afrontar la realizacidn de las diferentes ex-
periencias, deberdn leerse detenidamente las instruccio-
nes sobre ol tratamiento do datos del Apéndice I,

El mlumno deberd esforzarse en la observacidn cuidado-"
S&, en ol muestreo riguroso, enm el Planteamients de hipé-
tosis verceimiles y Yerificables, asf como la interpreta-
eién cuidadosa de los datos obtenidos, siempre en base a
un correcto andlisis estadistico. Es importante que se en
tisuda odmo en numercsas ccasiones la clencia precisa del
andlisis estadfstico de los datos experimentales, como
foroaA de aportsr grados de fisbilidad para las hipdtesis
planteadas,

Al final de la actividad exporizental cada alusmo debe
rd elaborar wn informe que recoja las investigsciones rea
lizadas, siguiendo leos pasos explicitados en ol Apéndice
II.



Il. EXPERIENCIAS CON MAZORCAS DE MATZ,

Se suministran nueve mazorcas de maiz (numeradas del 1
al 9), que presentan diferentes Tenotipoa, Los alumnos or
ganizados en grupos, debers:d estudiar al mencs tres RAZOT
cas diferentes, teniondo la precaucidn de anotear en cada
caso el ndmero ds referencia de cada una. Los eatudlios se
realizardn siguiendo los pasos descritos a continuacidn:

1)

2)

3)

5)

5)

6)

7)

Observacidn de los caracteres Tenotipicos que se
pressnten en la mazorca, y agrupacidn de los mismos
en clases fenotipicas.

Muestreo de un ndmero aignificative de somillas (no
inferior a 200) de forma aleatoria, Paras ello, una

posible forwa pudiera ser slogir al azar uns fila Y
tras muestrearla, hacer lo mismo con las filas colo
cadas a la derecha (o a 1la izquierda) a intervalos

regulares.

Cdliculo de las proporclénos relativas para cada cla
se fenotipica.

Forsulacién de una hipdtesis verosimil sobre ol me-
oanismo de herencia del caracter (o oaracteres) en
cuestidn,

Tratamientd estadi{stico de los datos obtenidos por
]l muestreo, por medio de un test de "chi® cuadrado

para saber ai las diferoncias sntre lo observade

Y
lo esperado son ¢ no significativas. (Ver Apéndice

En caso de diferencias significativas, formulacidn
de una nueva hipdtesis Y nusva prusba de Chi cuadra
do,

Elsboracién de un informe Que rscoja el andlisis de
todas las mazorcas estudiadas Y lms concluasiones ob
tenidas L] '



IV. APENDICES;




APENDICE I: ANALISIS DE LOS DATOS:

En miltiples ocaslones, la comparacién de los resulta-
dos obtenidos en una investigacién entre un Erupo experi-
mental y un grupc testigo, no permite sacar conclusiones
fiablea porque la diferencia entre los valores no es lo
suficientemente grande,

Supongamos que on el caso de 150 lanzamientos de un d
do se han obtenido los siguientes resultados:

CARAS 1 2 3 [ 5 &6
n? veces 22 18 29 25 32 24

Es evidente que las caras de un dado tienen igual pro-
babilidad de aparecer, por lo que deberfamos esporar gqud
cada una hubiera salido 25 veces, gHasta qué punto las di
ferancias encontradas son debidas al azar, a lo escaso,
del muestreo; o por el contrarlo, a que el dado estamba ?
trucade?.

Para responder a esta cueatidn se puede omplear un mé-

' todo matemdtico que se aplica en ol andlisis de los resul

tados de los experimentos biloldgicos para decidir, con
cierta probabilidad de certidumbre, si las diferencias on
tre los resultados observados y los esperados se deben al
al azar, a simples diferencias naturales inherentes a las
variaciones de los organismos, o si se deben reslmente a
la variable experimental introducida.

El teat de “chi cuadrado® (]?) o3 un médtodo de decisidén
estad{ntica por el cusl los valores obtenidos cuando se in
troduce una variable experimental (valores observados), so
comparan con los que suponemos deberfiamos obtener de no
existir dicha variable (valores esperados). Estn compara-
oién se lleva a cabo aplicando 1a siguiente férmula:

'x’l__z (Observados - Esperados)®
Eaperadon

El valor de kz obtenido se hace corresponder con un
cierto valor de probabilidad en una Tabla de chi cuadrado,
Este valor nos dice qué probabilidad (p) existe de que la
diferencia sea debida al azar. Si p es baja, menor de un
cisrto valor convencional, entonces se descarta el azar co
mo resporisable de la diferencim y se comsidera que esta seo



debe a la variable experimental, 5i la p es mayor que el
valeor convencional se considerea gue las diferencias son de

bidas al azar.

A este valor convencional aludido se le llama nivel de
significacidn, y generalmente se acepta ung probabilidad
wenor del 5; {p menor de 0,05) come prusba de discrepencia
significativa entre lo esperado y lo observado. Lo que guie
re decir que el azar no debe intervenir en mis de 5 veces
en 100,

Ahora bien, para buscar el valor de chi cuadradc en la

Tabla hay que tener en cuenta el denominado grado de liber-
tad (n), que no es mas que el némero de sucesos mane jados

menos uno,

Tabla ‘Distribucién de x’

Cratlos de Probabilidad
libertad 095 090 080 070 050 030 020 0101 005 001 0.001 4
1 ] 0004 002 0086 016 046 107 1.64 2.7 3.84 664 1082 é
2 010 021 045 072 139 241 322 460 509 921 1382 |
3 035 058 101 142 237 366 464 625 7.82 1034 1627
‘4 o 106 165 . 220 336 488 59 17178 949 1328 18.47
5 134 161 234 3.00 435 608 729 924 | 11.07 1509 2052
6 163 220 307 383 535 723 856 1064 | 1259 1681 2246
7 217 283 3.82 447 6356 B38 980 1202 | 314.07 1848 24.32
8 273 349 459 553 734 952 11.03 13.36 | 1551 2009 26.12
9 332 417 538 639 834 1066 1224 1468 | 1692 2167 27.88
10 394 486 618 727 934 1178 1344 1599 | 1831 2321 2059
No significativo Significativo

Fuente:  Fisher, R.A., y Yates, F., Stolistical Tobles for Biological, Agriculturgl ond
Medicol Research (Gx. edicion), Tabla IV, Oliver & Boyd, Ltd. Edimburgo.
Con permiso de los auiores y editores.



Analicemos hasta qué punto las difercncias en el experi
mento del dado son debidas al azar:

CARAS 1 2 3 4 5 6
OBSERVADOS 22 18 29 25 32 24
ESPERADOS 25 25 25 25 25 25

)2

25

23

L 2=-2 18-2 29w 25-2 2-2 A2
k'(z 5)7, (18-25)" (29-25)7 (25-25)7 (32-25)7 (24-25

25

25 25 25

]
}:z 4,96 3 1o que para n=6-1=5 grados de libertad da un

valor de pt

°t50‘<9‘<0s30

por lo tanto se acepts que las diferencias
son debidas al azar.

i Cuando el tamaiio de la mueatra total es muy pequefic (in
! ferior a 100} ¥y dnicamente hay un grado de libertad, debe
; Aplicarse la correccidn de Yates para muestras pequefias:

)g,g‘((ObserV&dowEsperaﬁo) -0,5)2
L

Esperado

10

Finalwmente, y volviendo de nuevo a la actividad experi-
mental en Genédtica, deberd tenerse presente gque cuando se
| estudien dos ¢ més caracteres simultédneamente habrd que
| plantearse, en primer lugar, el modo de herencia de cada
unc de los caracteres por separado; en segundo lugayx, ol
mecanismo de herencia de los caracteres de dos en dos, ¥
en tercer lugar de todos ellos juntos, analizando si se
transmiten independientemente o no, en cuyc caso habrd que
plantearse nuevas hipStesis que justifiquen estos hechos,




APENDICE  1I: INSTRUCCIONES PARA LA REALIZACION DE LOS
INFORMES:

En todo informe habrd que diferenciar dos aspectos ‘igual
mente importantes: el contenido y la forma,

X En lo concerniente a los contenidos, c¢ada informe habri
de contar con los siguientes apartadcs:

1) Planificacidn., En el cual se describe la situacidn
pre-laboratorics se define el problema a estudiar,
se formulan cuestiones, hipStesis, se disefian los di
ferentes experimentos, los procedimientos de traba jo,
8e seleccionan los aparatos e instrumental a utiljie
zar, se describen las técnicas, se busca biblivzra-
f{a. atc.,

2) Ejecucién. Se describen las situaciones que tieneon
lugar durante la ejecucidn de los experimentos o acw
tividades previamente planificadas. Igualmente, se
describen las observaciones, tanto cuslitativas como
cuantitativas, que han sido registradas o calculadas
# medida que se¢ manipula y desarrolla la actividad.

3} Andlisis o Interpretacién, Transformacidn de los da-
tos, representacién de los mismos en forma de tablas,
gréficos o ecuaciones que permitan su an&lisis cuali
tative o cuantitativoe., Se explican suposiciones sub-
yacentes s una interpretacidn, se realizan comparg-
ciones estad{sticas de errores o probabilidades, se
determinan correlaciones cualitativas o cuantitati-
Vas, se proponen sugerencias sobre errores, limita-
cioneas o supuestos gue afecten a los datos recogidos,
Proposicién de una generalizacién o modelo, eote,

4) Aplicacisn. Valoracidén de la posibilidad de aplica-
¢idn a otras situaciones del principio bajo estudio,
exponiendo tal prediccién en términos de hipdtesis
verificables. Sugerencias acerca de las aplicaciones
contemporéneas, etc,.

Finalmente, habréd que poner especial cuidado en los as-
| pectos referidos a la forma {vocabulario y sintexis, repre
: sentacién gréfica, organizacién general, presentacién, cche
rencla y comprensién general de la actividad).

"



APENDICE IIl: ALGUNAS NOTAS SOBRE EL MAIYZ (Zea mays L.)

El maiz es una planta herbfcea gigante do la familia de
ies Gramineas. Forma parte del género Zea y carece de con-
géneres cercanos, Las especies mas préximas son las perte-
necientes a los géneros Tripsacum y Coix,

No este del todo claro el lugar de origen del maiz, aup
que la opinién general es que se oxtendié desde el centro
de los Andes en el noroceste de América del Sur, y acaso
desde otro centro al norte de América Central y México,

Los puropeos no conocian el maiz antes de su llegada al
Nuevo Mundo, y cuando los espaficles desembarcaron por pri-
mera vez en América, encontraron el maiz cultivado por los
indios, en tal cantidad que constitufa una de sus fuentes
de alimentacién bdsica.

En 1.520 el maiz se habia introducido en Espafla aunqus
.como planta ornamental, cultivada sélo en jardines. En el
.siglo XVIII se empieza a utilizar para combatir la "enfer-
‘medad de la pledra" {como diurdtice}, Aungue su uso genera
-lizadoe en farmacia tardar{a en llegar cerca de otro siglo,

! Es ol maiz una planta dnica por su adaptabilidad a di-
iferentes suelos y climas. La aplicacién de técnicas de me-
jora genética vegetal condujeron a la producecidn de numero
‘sas variedades de maiz hibridc que han permitido su culti-
'vo en todo el munde, La mayor parte de la produccién de
1as enormes extensiones de maiz se¢ dedica & la alimenta-
lcién humana y animsal,

En el siglo actual el maiz ha desempeilado un importante
!papel como intrumento de inveatigacién bioldgica. A causa
’de su variabilidad y facilidad de cruzamiento se utilizé
‘comio medio experimental en los primeros estudios cientifi-
‘cos sobre gendtica de las plantas, Se puede decir gque mu-
chos de los principios fundamentales de la genética y cito
' genética han sido establecidos y verificados en el maiz.

; Muchos de sus mutantes son el fundamento para la mejora
;de las cosechas, unos por su resistencia a las plagas,
§otroa por su alto contenido en amilosa, otros por su alte

{ contenido en lisina, otros por su a&lte contenide céreo,

ietc.. Algunos de sus carscteres gondticos no tienen wvalor

| econdémico, perc son excelentes marcadores de sus 10 cromo-
somas an estudiocs genéticosi de suerte que hoy los pormeno
res de la herencia eon el malz se conocen mejor gque los de
cualgquier otra planta, ’

12
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I. INTRODUCCION

En eata actividad experimental van a realizarse una s8¢
Tie do pequofias investigaciones, con objoto de poner de
manifissto laa leyes do Mendel sobre la herencia, asf{ cpo
mo diversas "excepciones”™ & la tercera ley. Para ollec ap
enpleardn plantas de tomate,

Antes de afrontar la realizacién de las diferentes ex
periencias, deberén leerse detenidamente las instruccio--
nes gonerales a que se refiere ol Apdndice I3 asf{ como
las instrucciones sobre el tratamiento de datos comprendi
das en el Apéndice IX,

El alummo deberd esforzarsc em la observacidn cuidado-
83, on el muestres rigurcso, en el cuidado de las condi-
ciones de gorminacién y srecimiento da las plantas, en ol
pPlanteamiento de hipétesis verosimiles ¥y cerificables, aaf
comd la interpretacidn cuidadosa de lon datos obtenidos.
Es iwportante que sl alummno comprenda come sn numercsas
ocasiones la ciencia precisa dol andlisis estad{stice de
los datos @xperimentales, en cuanto forma de saportar gra-
dos de fiabilidad pars las hipétesis planteadas,

Al final de la motividad sxperimental cada alumno debe
rd elaborar un informe que recoja las investigaciones rea
lizadas, siguiendc los pascs sxplicitados en el Apéndice
II1I.



IX. EXPERTENCIAS CON FLANTAS DE TOMATE

Se

suminigtran nueve posibles investigaciones con plan

tas de tomate, en las que se estudiam la transmisidn de
los caracteres siguientes:

Experiencia 1: Genotipo e interaccién ambiental,
Experiencia 2: Color del cotileddn,

Experiencia 3: Vellosidad del tallo,

Experiencia 4: Color del tallo y forma de la ho ja,

Experiencia 5: Color del tallo ¥ vigor de la plédntula.

Experiencia 6; Color de la planta y suplementacidn bio

quinmica,

Experiencia 7: Color del tallo,

Experiencia 8: Color del tallo, color del cotiledén ¥y

forma de las hojas.

Experiencia 9: Color del tallo y color y forma de las

hojas.

Cada grupo de alumnos deberd realizar dos experiencias,
para lo que recibird el material bioldgico correspondien-
te en dos sobres diferentes, Cada sobre contiene las semi
1las de las distintas gencreclones necesarias on cada ca-
8o. En cada experiencia deberdn efectuarse los slguientes

pasost

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

Preparacign del suelo, siembra, etiquetado y vigi-
lancia de las condiciones ambientales de germina-
¢ién y crecimiento. Para ello habré que leer deteni
damente y seguir escrupulosamente las instrucciones
del Apéndice I sobre las técnicas de cultivo,

Observacién y registro de loa caracteres bajo eastu-~
dic a medida que se manifiesten.

Recuento de cada clase fenotipiea Y determinacidn
de las proporciones reiativas. .

Interpretacién de los resultados y planteamiento de
posibles hipétesia que los Justifiquen, as{ como el
andlisis de ‘las pasibles fuentes de error.

Verificacién de las hipétesis por medio do pruebas
de chi cuadrado, (Véase Apéndice II),

En caso de diferencias significativas, formulacidn
de nuevas hipStesis y nuevo tratamiento estad{atico,

Elaboracidn de un informe,

5



Observaciones particulares a alguncs experimentos:

Exp. 1:

Exp, 23

Exp. 5

Exp. 6:

Ex‘p. By

En este exporimento se suministran semillas de
varios mutantes del tomate, con objeto de estu
diar la influencia de las condiciones ambienta
les en la expresién del genotipo. Las semillas
deberdn ser sometidas a diversos tratamientos
ambientales {iuz, humedad, temperatura y nu-
trientes del suelo), manteniendo siempre, en
cada cado, ejemplares de contrél, Informacidén
complementaria serd suministrada por sl Profe-
sor,

Se estudia el gen Xantof{lico-2. Véase comenta
rios del experimento 8,

El cardcter vigor de la pléntula 88 manifiests
on dos tipos de plantas, unas de tamafio natu-

ral ¥ otras de pequeiic porte con pocas o ningu
na hoja y pequefia tasa de crecimiento, =

En este experimento se estudia la accidn de un
gen mutante que impide la sintesis de Thiamina
en las plantas de tomate, lo que se traduce en
que aquellas semillas que lo. portan en homociw
gosis originan plantas cloréticas, con ho jas
de color verde pdlido, amarille o blanco, de
porte ananc gue permanecen sin fructificar, Es
ta limitacién del genotipo es superada si las
pléntulas se¢ Tiegan tres veces por semana con
una solucifén de Thiamina al 0,002%,(para ello
se suministira un sobre conteniende Thiamina
que deberd disclverse en 1 litro de agus), o
bien se aplica éata con un pincel, poco a pocqg
sobre las hojas, cotiledones ¥ dpices de ereci
misntoe, Puede comprobarse este efecto HSOPATEDm
do las semillas Py en dos cubetas separadas,
una de las cuales se mantiene como control ¥
la otra es regada periddicamente con la solu-
cién de Thiemina.

Uno de los caracteres estudiados en este expe-
rimento es el gen Xantofflico-2, que reduce el
contenido de clerefila de la planta, Cuande el
alelo esta presente, los cotiledones aparecen
completemente clordticos y las plantas mueren
peco despuds de la germinacidn, Por esta rarzdn
no e8 posible suministrar semillas de la Py vy
de la Fy. Igualmente, ¥ por la misma razén, de
berdn contarse las plantas cloréticas antes de
que comience su muerte (nada mas aparecer loa
cotiledones), observando ademds loas caracteres
que presentan reapecto al ¢olor del tallo Y co
lor de los cotiledones,

6
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APENDICE I: INSTRUCCIONES GENERALES DE CULTIVO.

El tomate es una planta que se manipula facilmente; su
germinacidn es rédpida y uniforme, de forma que las pléntu
las crecen robustas, Si se siguen les instrucciones des--
¢ritas po deben encontrarse dificultades en el cultivo de
las mismas,

Todos los experimentos incluyen un pagquete con semiliss
con objeto de ensayar le téenica de germinacidn antes de
sembrar las semillas experimentales.

a) Sobre los recipientes para las plantas (tiestos);

Lo mejor son cubetas de plédstico, semejantes a las
utilizadas para disecciones. Pueden habilitarse cajas
de cartén o madera de 5 cm, de altura, reveastidas de
papel de aluminio. Tener presente que habrd que utili-
zar tantos recipientes como generaciones posea, siendo
frecuente la necesided de emplear dos recipientes para
las semillas de la Fp ¥y del retrocruzamiento,

b} Sobre la naturaleza del suclo:

Se recomienda el empleo de una turba que lleve ine
corporado abono para germinacién (de venta en floriste
rias y tiendas especializadas). El suele ordinario de
Jardin es totalmente desaconsejable,

c) Sobre la siembra:

Rellenar el recipiente utilizado hasta unos 25 mm.
del boerde superior y nivelar hasta obtener una superfi
c¢cie plana y llana, Los suelos de turba son mas bien
blandos y es recomendable una ligera conprensién, Re-~
gar el suelo de turba on forma tal que esto bien hume-
decido en su totalidad, Slembre y cuente el nimero de
somillas sembradas. Finalmente, recubra las semillas
de tomate con unos 5 mm., de turba,

d) Espaciamiento de las semillas:

Las semillias pueden sembrarse a voleo, pero debe te
nerse culdado para que no crezcan apelotonadae, Es pre
ferible tomarse la moleatia de eapaciarlaes cada 2 cm,
espacianlmente ias de la Fp y las del retrocruzamiento,
sobre todo en aguellos sxperimentos que impligquen ca-
racteres de las hojas; de esta forma aserd macho més
sencillo examinar cada pléntula individualmente,

8



f)

g)

h)

Etiquetado:

No debe confiarae a la memoria, ¥y a medida que se
vaya realizando la siembra hay que etiquetar cada reci
piente,

Sobre la temperatura de germinacidn:

Una germinacidén rdpida Y uniforme de las scmillas
Se consigue a 209C. A temperaturas inferiores serd mas
lenta y a temperaturas superiores puede ser errdtica.
Hay que proteger los recipientes de la luz directa a
fin de que la temperatura ne suba excesivamente,

Sobre el tiempo de germinacidén:

Algunas pléntulas de tomate pueden aparecer despuds
de & o 5 dias, pero la principal afiuencia tendrd Lu-
gar entre los 6 y 8 dfas, Téngase en cuenta que puede
haber unas pocas pléntulas tardfas. 5i el suelo tisnde
a secarse a medida que germinan las semillas deberd
realizarse un ligero riego, .

Scbre el erecimiento:

Cuando aproximadamente una cuarta parte de las semi
llas hayan germinado, los recipiontes deben ser trasla
dados a plena luz (por ejemplo junto a una ventana bien
iluminada). Si es posible, mantonga los tomates a 20%C

durante dos dias y después entre 12¢ y 15%C,

Riegos ulteriores dependerdn de las condiciones, pe
ro hay que tener cuidado de no excederse, especialmen-
te cuando se trateo de recipientes de pléstico, La me-
Jor regle es; "en ld duda, me jJor es no regar', Las
pléntulas crecen mejor en una atmésfera hdmeda que en
una seca, por lo tanto, habré que protegerlas de las
corrientes de aire. Las diferencias de color en los -ta
llos se ven mas clafamonts si las plédntulas han creci-
do en condiciones diffciles: frio, sequadad, suelo po-
bre en nutrientes y con luz natural intensa,

51 ase dosea obtener pléntulas inténsamente pirpuras,
una vez que ha tenido lugar la germinacién, no regar

| mas, Situarlas a plena luz, a temperatura baja y dejar

que el suelo se vaya secando naturalmente. Temporatu-—
ras tan bajas como 59C no perjudican, Las pléntulas
pueden sobrevivir durante varias semanas sin marchitar
se, Cuando finalmente sea necesario el agua, hacerlo
parcamente., Este proceso de endurecimiento do las con-
diciones ambientales, promueve una fuerte sintesis de
Antocianina (y por tanto del color pirpura}, Bunque au
velocidad de crecimiento se verd ralentizada y el desa
rrollo de los caracteres ulteriores retrasado,
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i)

En orden a promover el crecimiento, se pueden sumi-
nistrar més nutrientes a las pléntulas una vez por se-
mana durante ol veranc y menos Irecuentemente durante
el inviermo,

Registro de los datos:

A fin de no olvidarse de contar las pléntulas tar=
dfas, ol registro de los datos se retrasard hasta gue
no 8e observen nuevas germinaciones; para lo cual pue-
de ser un fndice la fraccién de germinacién (n? de se-
millas germinadas/ n% de semillas sembradas),
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APENDICE II: ANALISIS DE LOS DATOS:

En miltiples ocasiones, la comparacién de los resulta-
dos obtenidos en una investigacidn entre un grupo experi-
mental y un grupo testigo, no permite sacar conclusiones
fiables porque la diferencia entre los valores no es lo
suficientemente grande,

Supongamos que en el caso de 150 lanzamientos de un da
do se han obtenido los siguientes resultados:

r CARAS 1 2 3 b 5 6
lnﬂ veces 22 118 129 } 25 [ 32 | 24

Es evidente que las caras de un dado tienen igzual pPro-
babilidad de aparecer, por le que deberfamos esperar qué
cada una hubiera salido 25 veces, jHasta qué punto las di
ferencias encontradas son debidas al azar, a lo escaso
del mestreo; o por el contrario, a que el dado estaba !
tmcado? .

tre los resultados observados y los eésperados se deben al
| al azar, a simples diferencias naturales inherentes a las
variaciones de los organismos, o sl se deben realmonte a
la variable experimental introducida,

% El test de "chi cuadrado® (]}) @8 un método de docisidn
estadistica por el cual los valores obtonidos cuando ae in
troduce una variable experimental (valores cbservados), so
Icomparan con los que suponemos deber amos obtenor de no

| existir dicha variable (valores es arados). Esto compara-
cién se lleva a cabo aplicando ia siguiente férmula;

2_ {(Observados - Esper&dOS)z
| X=2

Esperadoa

El valor de kl obtenido se hace corresponder con un
cierto valor de probabilidad en una Tabla de chi cuadrado.
Este valor nos dice qué probabilidad (p) existe de que la
diferencia sea debida al azar., Si P oa baja, menor de un
cierte valor convencional, entonces se descarta el azar co
mo responsable de la diferencia y se considera que esta se

1



debe a la varieble experimental, Si la p es mayor que ol
valor convencional se considera que las diferencias son de

bidas al azar,

A este valor convencional aludide se le llama nivel de
significacién, ¥ generalmente se acepta una probabilidad
menor del 5% {p menor de 0,05%) como prueba de discrepancia
significativa entre lo esperado y lo observado, Lo que quie
re decir que el azar no debe intervenir en més de 5 veces
en 100,

Ahora bien, para buacar el valor de chi cuadrado en la
Tabla hay gque tener en cuenta el denominado grade de libenr
tad (n), que no es mas que el ndmero de sucesos manejados
mencs uno,

Tubla Distribucion de X’

Credos de Probabilidad
libertad 095 0% 08¢ 070 050 036 020 0.10 0,05 001 0.001
1 ] 0004 002 006 015 046 107 164 2721 384 664 1082
2 010 021 045 0.7) 139 241 322 4.00 599 9.21 1382
3 035 058 101 142 237 366 464 6.25 7.82 1134 1627
4 071 106 165 . 220 336 488 559 178 9.49 1328 1B.47
b 1.14 161 234 300 435 608 729 924 | 11.07T 1509 20.52
6 163 220 3.07 3.83 535 723 856 10.64 | 1259 1681 2240
7 217 283 382 447 635 B38 880 1202 | 1407 1848 2432
8 273 349 459 553 734 952 1103 13.36 | 15651 2009 2612
9 932 437 638 639 834 1066 1224 34.68 | 1692 2167 27.88
10 394 486 618 727 934 1178 1344 1599 | 1831 2321 2059
No significativo Significative -

Fuente:  Fisher, R.A., y Yates, F., Stalisticol Tobles for Biological, Agricultural and
Medical Research (6s, edicién), Tabls IV, Oliver & Boyd, Ltd. Edimburgo.
Con permiso de lo8 aulores y editores.
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Analicemos hasta qud punto las diferencias en el experi
mentc del dado son debidas al azar: -

CARAS , 1 2 3 4 5 &
OBRERVADOS 2z 18 29 2% 32 24
ESPERADOS 25 25 25 25 25 25

2 2 YL PRy o ey 2
7("* {22-25) *(18m25} +(29 25} J’(25 25) +(32 25) é_(zh 25)

25 25 25 25 25 25

1 .
):a 4,96 ; lo que para n=6~1=5 grados de libertad da un
valor de pi
- 0,50<p<0,30
por lo tanto se acepta que las diferenciaa
son debidas al azar,

Cuando el tamafico de la mueatra total es muy pogqueilo (ig
forior a 100) y finicamente hay un grado de libertad, debe
aplicarse ls correccidén de Yates paras musstras pegueflas;

kz.S { (Obpervado-Esperade) = 0,5) 2
L Esperado

Finalmente, y volviendc de nuevo & la actividad experi-
mental en Gendtica, deberd tenerse presente que cuando se
estudien dos o mds caracteres simulténeamente habré que
plantearse, on priwmer lugar, el mode de herencia de cada
uno de los caracteres por separado; en segundo lugar, el
mecaniame de herencia de los caracteres de dos on dos, y
on tercer lugar de todos ellos juntos, analizando si se
- transmiten independientemente o ne, en cuyo caso habrd que
plantearse nuevas hipdtesis gue justifigquen estos hechos.
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APENDICE II1X1: INSTRUCCILONES PARA LA REALIZACION DE LOS
INFORMES;

En todo informe habréd que diferenciar dos aspectos igual
mente importantes: el contenidoe vy la forma, :

En lo concerniente a los contenidos, cada informe habréd
de contar con los siguientes apartados:

1)} Planificacién, En el cuel se describe la situacidn
pre~laboratorio: se define el problema a estudiar,
se formulan cuestiones, hipdtesis, se diseiian los di
ferentes experimentos, los procedimientos de trabajg,
se seleccionan los aparatos e instrumental a utili-
zar, se describen las técnicas, se busca bibliogra-
fia, etc.

2) Ejecucidn, Se describen las situaciones que tienen
lugar durante la ejecucidén de les experimentos ¢ ac-
tividades previamente planificadas, Igualmente, se
describen las observaciones, tanto cualitativas como
cuantitativas, que han sido reglstradas o calculadas
a medida gque se manipula y desarrclla la actividad,

3) Andlieis e Interpretacién, Transformacién de los da-
tos, repregsentacidn de los mismos en forma de tablas,
grificoes o ecuaciones que permitan su andlisis cuali
tativo o cuantitativo, Se explican suposiciones sube
yacentes a una interpretacidn, se realizan compara-
ciones estadf{sticas de errores o probabilidades, se
determinan correlaciones cualitativas o cuantitati-
vas, ae proponen sugerencias sobre errores, limita-
cionesa o supuestos que afecten a los datos recogidos,
Proposicién de una generalizacién o modelo, ete,

4) Aplicacidn. Valoracién de la posibilidad de aplica-
cidén a otras situaciones del principio bBajo estudio,
exponiends tal prediccién en términos de hipdtesis
verificables, Sugerencias acerca de las aplicaciones
contemporfneas, etc..

Finalmente, habrd que poner sspecial cuidado en los as-
pectos referides a la forma (vocabularie y sintaxis, Tepre
sentacién gréfica, organizacién general, presentacidn, cohe
rencia y comprensidn general de la actividad).
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APENDICE IV: ALGUNAS NOTAS SOBRE EL TOMATE (Lycopersicon
esculentum )

El tomate es una planta perteneciente a la familia de
las Solanfcess que posee numerosos subgéneros Y especies,

Su origen esta en el OUwsste de América Central, entre el
ecuador y 3095, ‘en lo que hoy son EL Ecuador, Perd, Chile
¥y las Islas Galdpagos. Presumiblemente fueron domesticados
en México desde donde postariormente fueron diseminados
por todo el mundo,

Los espaiioles introdujeron el tomate en Europa, el cual
8o diversificé por las mejoras de los cultivos y la obten-
ci1én de numerceas variedades. En un principie, en Furopa
Su cultive era entretenimiento de curioses como plantas or
namentales de sus jardines, siendo considerade come nocivo
para el consumo alimenticio, conmociéndosele como "manzana
del Peri” o "manzana del amor", En Espafin, vya a mediados
del siglo XVIII se consumfan on ensalada, especialmente
en las zonas del Sur, Hoy en dfa au consumo se ha generali
zado a todo el mundo, alcanzande unas clfras de produccidn
mundial de 20 millones de toneladas/afic.

El tomate se cultiva durante todo sl ajfio &n paises tro-
picales e invernaderos; on los paises templados los semille
Tas se preparan en febrero-marzo, se trasplantan en Mayo y
la cosecha comienza a finales de Junioe., Es una planta con
numeresas enfermedades, destacando las fungicas, viricas y
las producidas por Nemdtodos, que se combaten deo miltiples
formas, siendo la mejor solucidn la seleccién gendtica de
una variedad resistente,

La dotacién cromosémica del Lycopersicon esculentum es
de 2n=24, siendo de destacar gque numerosas diferencias res
Pects a la herencia Mendeliana de los caracteres han sido

- descritas en esta especie.
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OBJETIVOS:

Familiarizarse con la utilizacidn del microsco-
pio luminico, enfocande correctamente tanto a
pequefics comoc a grandes aumentos,

Conseguir un correcto empleo del condensador,

Familiarizarse con la utilizacidn de tablas di-
cotdmicas de clasificacién, ¥y con la necesidad
de una observacién rigurosa y sistemdtica,

Determinar el tamafio real de-especimenes micros
cépicos, familiarizdndeose con el empleo del mj-
crémetro ocular,

Recogida del material y su conservacidn.
Montaje de preparaciones hfimedas,
Dibujo.

A modo de actividades complementarias;

Calcular las frecuencias relatives de un cierto
nimero de especies.

Anallzar las posibles fuentes de arror,

Analizar las fluctuaciones en la abundancia reo-
lativas de dichas especiea (o grupes bioldgicos)
en funcién de la estacién { o de un determinado
factor climético, como por ejemplo: riadas),

Elaborar y representar grdficamente los datos
obtenidos referentes a dichas fluctuaciones,



Los Dinoflagelados {tambidn llamados Peridineas) cons-
tituyen, junto cen las Diatomsas, los dos grupos mayores del
fiteplancton. Forman un grupo con numercsas especies gue ha
bitan distintos tipos de Bguas, espaecialmente desarroliados

“en el mar, donde pueden constituir principali{sima parte del
plancton, sobre todo tropical,

Aunque la diversidad de aspectos hace vanc todo inten-
te de reducirlos a un modelo morfolégico, es interesante dar
;uDa idea general sobre la base de un tipe frecuente.

) Son los Dinoflagelados organismos unicelulares con oro
| matSforos fotosintéticos ¥ por tanto autdtroefes, De forma
oveide o bicdnica en la que destacan dos surcos. Uno es trang
varsal (“cingulum“) ¥ rodea por completo al cuerpo como una
cintura més o menos ecuatorial. De la parte media del cingg
lum sale un surce lengitudinal ("sulcus") que séle llsga
hasta el extremo poaterior. La cara en que esta sl sulecus,
Y que con frecuencia se llama ventral, es de donde salen
d6s8 flagelos, si bien estos se pierden al fijar el material.

Frecuentemente los Dinoflagelados estan revestidos de
una membrana {valva o teca) de naturaleza celuldsica {con
algo de pectina). En este caso, la valva situada por encima
del cingulum se llama "epivalva", Yy la situada por debajo
"hipovalva"., Estas valvas, a veces, estan formadas por plaw
cas de formas variadas y de gran interés taxondmico. Tanto
el cingulum come ol sulcus pueden pPresentar membranas o re-
bordes limitantes gue alcanzan a veces extraordinario desa—
rrolle.

La clave que a continuacién se presenta estd reducida
a unos pocos géneros y dentro de estos a las especies mds
frecuentes. E1 alumno deberd dibujar cuidadosamente todas
las peridineas que encuentre, consultando al profesor aquew
1los ejemplares que no se ajusten a la descripcidn de la
c¢lave. El valor de esta prdctica no es tanto aprender a uti
lizar el microscopio, como acostumbrarse a la observacién
cuidadosa.




l. Dinophysis Schroederi; 2. Phalacroma sp.;

). Ceratium horridum; §. Goniodoma sp.;

5. Peridinium leonia; 6. Ceratium obvatum

7. Coratium strictum; B. Ceratium balone

9. Ceratium coartatum; 10. Ceratium concilians;

11, Peridinium Marieleboure; 12. Peridinium oceanicum,

Las especies de los dibujos no ge corresponden con las
especlies de la Clave.
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CLAVE SISTEMATICA

~Surco transversal situado cerca del

extremc anterior de la célula, limi

tado por rebordes ampliamente desa-~

rrollades. (fig.1)ecicceiesrrsonoaorasvrerstcananarecrsea?

«Sin 1los carBctores ANLETIiOrOS .. v s v rvnonssenessnnned

-Células muy comprimidas dorso-ven

tralmente, La epivalva no sabresale

del ala gque rodea el borde superior

del surco transvarsal, guedando hun

dida en la cavidad formada por di-

cho reborde. (fig.1)...{DINOPHYSIS) . vsvsseesvssvonscsssh

«~Cé&lulas poco comprimidas dorso-ven

tralmente. La epivalva sobresale del

ala que rodea el borde superior del

surco transversal, {fig.2)...(PHALA

CROMA) vsevnvavaussasnosanansnsssesees+s Phalacroma rapa

-Células con cuernos larges, e3 de-

cir con prolongaciones rellenas de

plasma, de longitud superior a la

parte globosa de lLa célula. (fig.3)

(CERATIUM) ¢t ecevinransnsasssossnrsvnssrassscassoscssassh

~5in los caracteres AnterioreS....secenssrv-sserssssasclh
~Células globosas o poliddricas,
(fiz.4)...(GONIODOMA) vuvsvnres s sGoniodoma polyedricum

~C4lulas en forma de peonza con dos
cuernos cdénicos llenos de plasma en
su base. (£ig.5)...(PERIDINIUM)..cuseccnsasasnssassnsll

-Célula terminada en una prolenga-
Cidn C8nica. 2 s nvavsersnasrvesssrres Dinophysis caudata

~Célula terminada en dos prolonga-
ciones cOnicAS ... esves-ssecsssrusess Dinophysis tripos

~Epivalva sin cuerno apical diferen-
ciado, sino transformada eon una ma-
sa ancha y aplanada..{(fig.6}......... Coratium gravidum

~Epivalva con cuernc apical diferen-
ciado. (fig-B)....an.l‘-'louuoilﬂc..iIO.Q!..‘llloltl.o?
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~Uno solo de los cuernos antiapica-

les esta bien desarrollade v le cé-

lula en su conjunto tiene aspecto

fusiferme. (fig.7). Muy abundante..... ++ Ceratium fusus

{E1 €. falcatum, menos frecuen-
te, es mAs grande y tiene el
cuerno antiapical encorvado en
forma de sable)

-Dos cuernos antiapicales bien desa-
rrollados y la célula no es fusifor

L o 0 ) Y -

-Los des cuernos antiapicales son
rectos y dirigidos hacia atrds, pa- .
ralelos o poco divergentes., (fig.8)...vcivnvnnernneensl

-l.o3 dos cuernos antiapicales estan -
curvados y terminan dirigiéndose ha
cia Adelante., {Fif.3) cueercenrnrrsorassaannscearnnenessll

«El cuerpo o parte central de la cdé-

lula es més ancho que alto y poto
comprimido., ivessssssnnenrrenreess Leratium candelabrum

~El cuerpo de la cdlula esa més alto

que anche ¥ muy comprimide. La epi

valva se prolonga sin inflexidn en

ol cuernc apical. Muy frecuente......... Ceratium furca

{0casionalmente podré encontrar
algin ejemplar de C, belone, m
cho mds largo, del orden de
tres veces la del C. furea).

i 10.-Cuernos antiapicales cortos y en

continuidad c¢on el borde posterior
de la célula, de manera que la for
ma de esta recuerds un dncora.{Tig.9)ueer.vrsvencaneall

-Cuernos antiapicales largos y cla-

ramente diferenciados desde su ba-

se, no formando continuacidén del

borde posterior de la célula,{fig.3).eeeurvvnsrcannsoal?

11.-Cuernos antiepicales aproximedamen

to SimETiCOS . eeorensnneesonssnssscnsas Ceratium tripos

-Cuernos antiapicales no simétricos
¥ uno de ellos se retuerce dirigién
dose hacia el cuerno apical.(fig.l0)..Ceratium gibberum
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12.

13.

4.

©15.

-Cuernos antiapicales en el mismo

PLBNO e e s ervssssnntrnssnsvasnsarovsnnnnransssonastocrsssll

~Cuernos antiapicales retorcidos,

por lo gue nco se encuentran en el

mismo plano. Suturas poligonsales

vizibles, especialmente en los ejen

PlAres VACLOS.sssnvscsrssvresasesss Ceratium hexacanthum

~L.os cuernos antiapicales se dirigen

primero hacia la parte posterior vy

luego se¢ recurvan hacia la anterior

llegando aproximadamente hasta la

mitad del cuerno apical,.s.scve ... Ceratium macroceros

Une d é
~los dos cuerpos antiapicales se di

rigem lateralmente desde practlca-
mente la base y luego se reacurvag
hacia la parte anterior llegando
casi hasta el extremo del cuernc

apical......‘...-.....---.....,...-.-................lil-

~El cuerno antiapical izquierdo pre

senta una clara inflexidén en el

punto de unidén con respecto al bor

de posterior de la céluls.....+s.. Coratium massiliense

-Horde posterior de la célula con
pequefias crestas claramente visi-

DleS.ssrernsacsssssssssesvssvenvanns

Ceratium Pavillardi

-Epivalva sencillamente cénica.
(fignl}-)...o;ooanﬁnquua---:oaaqo«a Pﬁri%nil&m subinerma

~Epivalva estireda hacia arriba for

mando una especie de cuernc apical
(FiB.12) s urnsrrrassnsrnsnsanssnsns Peridznium depressum




Ceratium belone

Ceratium candelabrum




Ceratium fusus

Ceratium gibberum




Ceratium macroceros

Ceratium massiliense




Dinophysis caudata

Dinophysis tripos
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Peridinium subinerme

Phalacroma rapa
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