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RESUMEN

En el presente trabajo, se expone la practica de laboratorio de microbiologia pecuaria. La cual
consistié en observar por medio de microscopios, diferentes tipos de muestra como la del tomate, la

cebolla y células sanguineas.

Cortando pequefios trozos de cada muestra se colocaron en el porta objetos para asi poder ver en el

microscopio a diferentes aumentos.

Se observaron los tipos de estructuras que estos tenian y que a simple vista no se ven. Asi como
también se estudiaron los tipos de tejidos que cada muestra tenia; como por ejemplo la muestra del

tomate en la que se podian ver como si fuesen redes.

Gracias a esta practica pudimos aprender mas sobre el como estdn compuestos algunos vegetales y
células a una escala nueva para nosotros; al igual que el uso del microscopio, conocer como esta
compuesto y lo que nos permite ver a diferentes aumentos. Y viendo las cosas de distinta manera ya
gue tuvimos la oportunidad de analizar lo componentes de estas tres muestras, conociendo su

estructura y composicion.



INTRODUCCION

Con el fin de familiarizarnos mas con el uso del microscopio nuestra practica fue acerca de como
enfocar para poder observar de una manera mas detallada sus componentes. El estudio de los
organismos Vvivos requiere de aparatos de precision como lo es el microscopio. Las partes que

componen al microscopio son las siguientes:
e OCULAR: Lente situada cerca del ojo del observador. Amplia la imagen del objetivo.

e EI TUBO Optico se puede acercar o alejar de la preparacion mediante un TORNILLO
MACROMETRICO o de grandes movimientos que sirve para realizar un primer enfoque.

e REVOLVER: Contiene los sistemas de lentes objetivos. Permite, al girar, cambiar los objetivos.
La esfera se suele llamar CABEZAL Y contiene los sistemas de lentes oculares (monoculares o

binoculares (2 lentes)).

e BRAZO: Es una pieza metalica de forma curvada que puede girar; sostiene por su extremo
superior al Tubo Optico y en el inferior lleva varias piezas importantes.

e PLATINA: Lugar donde se deposita la preparacion.
e OBJETIVO: Lente situada cerca de la preparacion. Amplia la imagen de ésta.

e PINZAS DE SUJECION.- Parte mecanica que sirve para sujetar la preparacion. La mayoria de los
microscopios modernos tienen las pinzas adosadas a un carro con dos tornillos, que permiten un

avance longitudinal y transversal de la preparacion.

e CONDENSADOR: Lente que concentra los rayos luminosos sobre la preparacion. El
condensador de la parte de abajo también se llama FOCO y es el que dirige los rayos luminosos

hacia el condensador.

e TORNILLOS DE ENFOQUE: Macrométrico que aproxima el enfoque y micrométrico que consigue

el enfoque correcto.
e BASE. Sujecion de todo el microscopio.

e Sobre la PLATINA se coloca la preparacion que se va a observar con un Orificio central por el
gue pasa la Luz procedente del Espejo. El ESPEJO con una cara plana y otra concava, esta

montado sobre un eje giratorio ubicado en la zona mas inferior del brazo por debajo de la Platina.
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Nos proporcionaron tres diferentes muestras para trabajar.

El frotis sanguineo o extendido de sangre consiste en como lo dice su nombre el extendido de una
gota de sangre en un portaobjetos con el fin de analizarla de manera detallada en un microscopio.
Esto nos ayuda a hacer una identificacion especifica de enfermedades. En esta muestra se podran
observar globulos rojos y glébulos blancos, en estas muestras para poder obtener resultados
optimos y que podamos observar de manera adecuada nuestro frotis, es necesario que el
portaobjetos en el que pongamos la gota de sangre este limpio. Que la gota de sangre que
utilicemos no exceda los 3 mm y que no haya estado expuesta a un anticoagulante ya que podria

deformarse la morfologia celular.

Este examen se realiza como parte de una evaluacién médica general y tiene el alcance de ayudar a
detectar muchas enfermedades, el doctor también manda hacer este examen cuando el paciente
presenta sintomas de cancer, leucemia de células pilosas o también ayuda como un monitoreo de

efectos secundarios de la quimioterapia.

Los componentes principales en todas las células son: Membrana celular, Citoplasma y nucleo. Cada

componente presenta caracteristicas y funciones definidas.

En el caso de la cebolla, con el fin de observar sus compuestos y las caracteristicas de este tejido y
al ser una de las opciones basicas en los niveles iniciales, ya que da al estudiante la oportunidad de
observar a detalle los fundamentos de la célula. Se obtiene facilmente y da una visién clara de su

estructura.

La ultima muestra fue el tejido del tomate, al igual que la cebolla, se obtiene facilmente, pero la
estructura que se puede observar es totalmente diferente, es mas compleja. El tejido epidérmico
vegetal es el tejido protector vivo es una capa impermeable y gruesa y esta formada por una capa de
heterogénea de células aplanadas y su funcion es proteger las células internas, limitar transpiracion,

secretar algunas sustancias, guardar otras e intercambiar gases con el medio ambiente.



OBJETIVO

La siguiente préactica se realizd con el propdsito de tener un mejor manejo del microscopio, asi
como permitir que las estructuras de la muestra de la sangre humana, tomate y cebolla se
revelen con claridad, de modo que las caracteristicas de interés sean descritas y faciles de

observar a distintas amplificaciones.



MATERIALES

Microscopio
Porta objetos
Cebolla

Tomate

Frotis sanguineo
Cuchillo

Tabla para picar
Camara

Aceite de inmersion
Agua clorada
Toallitas de papel
Gel desinfectante
Jabén liquido

Papel secante

MATERIALES Y METODOLOGIA




METODOLOGIA
Se limpio y descontaminé el area de trabajo con agua clorada y alcohol al 70%.

Colocamos los microscopios sobre las mesas y los conectamos a la luz, se nos di6 una pequefia
explicacion de las partes del microscopio y acerca de como funcionaban, y continuamos con la
practica. Se nos proporciond un portaobjetos con frotis sanguineo, donde se hicieron observaciones
de 10X, 40X y 100X. Se pudieron apreciar las diferencias entre los aumentos, en el frotis sanguineo
se observo la presencia de globulos rojos y blancos. Con el aumento éstos no se veian de manera

tan clara asi que la maestra le agreg6 una gota de aceite de inmersion.

Mientras se hacian estas observaciones la maestra preparaba la muestra del tomate; para esto, con
un cuchillo corto el tomate en una tabla de picar y dejé un poco de la epidermis en un portaobjetos,
nosotros nos encargamos de acomodarlo en el microscopio. De igual manera se usaron los
aumentos 10X, 40X y 100X.

Fig. 1 Momento en el que se agrega aceite de inmersion a la muestra de tomate.

La siguiente muestra que se preparo fue la de la cebolla, se retiré una pequefa capa de epidermis y
se coloco en un portaobjetos, luego lo acomodamos en el microscopio y de nuevo utilizamos el
aumento 10X, 40X y 100X. Al finalizar la practica se limpiaron de manera cuidadosa los lentes de
cada microscopio utilizando papel secante (para limpieza de fibra 6ptica) y se acomodaron en el
lugar que se nos indicd. Se desocuparon las mesas en las que se trabajo, se limpid la superficie con
agua clorada y se seco con toallas de papel. Para finalizar se roci6 con una mezcla de agua y
alcohol. Nos lavamos las manos y nos pusimos gel antibacterial y salimos del laboratorio de manera

ordenada.



RESULTADOS
FROTIS SANGUINEO

Se observaron los distintos componentes celulares de la sangre mediante la técnica de frotis
celulares, estos son extensiones de sangre sobre portaobjetos que se tiflen con colorantes

generales.
Observacion en microscopio a 10X, 40X Y 100X:

La figura 2 nos muestra las células sanguineas. Solo se observan manchas y unas esferas muy

pequefias, pero no se distingue la coloracién mencionada anteriormente.

Fig. 2 Células sanguineas observadas en el microscopio con una lente de 10X.

En la figura 3 tampoco se distingue muy bien cada una de las células sanguineas que se tratan de
observar en esta practica, pero se aprecia un poco mejor cada una de las células, ya que se empieza

a ver un poco mas de manchas en la imagen.

Fig. 3 Células sanguineas observadas en el microscopio con una lente de 40X.
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En la figura 4 se observa mejor lo que es el frotis sanguineo, la coloracion de las células mostrando
los distintos nucleos que encontramos en ellas. En la figura 5 se observa lo mismo pero se pueden
notar las diferencias entre los nucleos de la figura 4 y los de la 5, en la figura 4 se observan como
una forma de S (eosindfilos) y en la figura 5 se notan dos circulos unidos y uno en forma de

herradura (monocitos), sefialados con un circulo en ambas figuras.

Fig. 4 Células sanguineas observadas con el microscopio a un aumento de 100X.

Fig. 5 Distintas células sanguineas observadas con el microscopio a un aumento de 100X.
TOMATE

Se exploran las células vegetales del tomate. Los resultados obtenidos los podemos apreciar en las

siguientes fotos.

En la figura 6 se observa la estructura del tomate aunque no se alcanza a diferenciar mucho, se

puede notar la diferencia entre las células sanguineas (figura 2) y las células vegetales del tomate.



Fig. 6 Muestra de tomate observado con el microscopio con un aumento de 10X.

En la figura 7 se observan con un poco mas de detalle la estructura de la muestra de tomate, se

pueden diferenciar las distintas células que lo componen, mostradas como una red.

Fig. 7 Muestra de tomate observada a través del microscopio con una lente de 40X.

En la figura 8 podemos observar mejor las células que componen al tomate, se observan los

espacios entre cada una de ellas y su pared celular.



Fig. 8 Muestras de tomate observadas a través de los distintos microscopios utilizados durante la

practica con una lente de 100X.

CEBOLLA

En la figura 9 se observa la estructura de la muestra de cebolla, se distingue una forma méas bien
alargada en comparacion con las células del tomate y las sanguineas, las cuales son redondas; una

estructura ordenada.

Fig. 9 Muestra de cebolla observada con el microscopio a un aumento de 10X.

En la figura 10 se observa mejor la division entre cada célula y su forma alargada.
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Fig. 10 Muestra de cebolla observada a través del microscopio con una lente de 40X.

En esta ultima figura (figura 11) se observa con mayor detalle la célula vegetal que compone a la
cebolla y se puede distinguir entre células sanguineas, células vegetales del tomate y células
vegetales de la cebolla.

Fig. 11 Muestra de cebolla analizada con el microscopio a un aumento de 100X.
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CONCLUSION

Es importante conocer el manejo del microscopio éptico, ya que nos permitird conocer aspectos
importantes y un mayor detalle de cada muestra que podamos observar, el frotis de sangre,
tejidos de cebolla y tomate son estructuras complejas a pesar de verse tan simples, ahora se
conocen la morfologia de la sangre compuesta de leucocitos y eritrocitos, cebolla con sus
respectivas divisiones y el tomate con sus tejidos similares a un panal de abejas, conformados

por un conjunto de células cada uno distribuido de diferente manera.

12



BIBLIOGRAFIA

e ¢QUEESEL ADN?
Autor: Desconocido
Formato: PDF
Fecha de acceso:
Link
e EL ADN - ESTRUCTURA Y FUNCIONES
Autor: Desconocido
Formato: Articulo de Blog cientifico
Fecha de acceso: 20/Marzo/2015
Link
https://adnestructurayfunciones.wordpress.com/2008/08/15/adn/
e CELULA VEGETAL
Autor: Dra. Ana Maria Gonzalez
Formato: Pagina web
Fecha de acceso: 20/Marzo/2015
Link
http://www.biologia.edu.ar/plantas/cell_vegetal.htm
e ADN
Autor: Desconocido
Formato: Articulo en pagina web Syngenta
Fecha de acceso: 20/Marzo/2015
Link

http://www.syngenta.com.mx/que-es-adn.aspx

13


https://adnestructurayfunciones.wordpress.com/2008/08/15/adn/
http://www.biologia.edu.ar/plantas/cell_vegetal.htm
http://www.syngenta.com.mx/que-es-adn.aspx

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE

CHIHUAHUA

R__ Facultad de
54 Zootecniay
»¢ Ecologia

MICROBIOLOGIA PECUARIA

PRACTICA 3

EXTRACCION DE ADN DE UNA FUENTE VEGETAL

PROFESOR
M. C. Ruth Lechuga Valles
INTEGRANTES
Stephanie Soraya Gonzélez Vazquez 288035
Alexandrina Lizeth Payan Cervantes 288005
Katia Vanessa Palomo L6pez 288018

Blanca Dai Sauceda Carbajal 288038

REALIZACION DE LA PRACTICA: 2015-03-12

FECHA DE ENTREGA: 2015-03-26



RESUMEN

La practica de laboratorio de microbiologia pecuaria consistid en extraer el ADN de una fuente

vegetal, en este caso se extrajo del kiwi.

Se cortdé en pequefios tozos el kiwi, después se licud, para que asi se pudiera separar y extraer el
ADN. Se coloco una pequefia muestra en el porta objetos para poder observar en el microscopio a

diferentes aumentos.

Se observo como esta la estructura del ADN del kiwi y que a simple vista no se pueden ver sin todos
los procesos hechos anteriormente. La muestra que estaba en el microscopio se veia como si fueran
granulos, se dificulté el enfocar la muestra ya que no se trataba de una laminilla, sino que nuestra

fuente de ADN era un tipo de pulpa.

Gracias a la préactica aprendimos el cdmo es la estructura de ADN en una fuente vegetal (kiwi), asi

también el como se puede extraer para poderla apreciar.
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INTRODUCCION

Los microorganismos pueden ser observados con ayuda del microscopio, estos son causantes de
enfermedades en los humanos. Asi que el medio de cultivo es una soluciébn que cuenta con
nutrientes, que en concentraciones adecuadas y en condiciones fisicas optimas, permiten el
crecimiento de estos microorganismos y que nos facilitan su estudio. Generalmente los medios de
cultivo se presentan desecados en forma de polvo fino o granular antes de ser preparados; ya

preparados pueden encontrarse en estado soélido, semisolido o liquido.
Su composicion varia en funcién de:

e Grupo microbiano que se pretende estudiar

e Complejidad quimica

e Estado fisico

e Aplicacion

En los medios su composicion permite el crecimiento de un gran niumero de especies y determinados
microorganismos (medios selectivos). Asi mismo los medios de cultivo poseen de una serie de
componentes, los indispensables en los que se incluye el agua, nutrientes organicos (hidratos de
carbono, aminodacidos, vitaminas, etc.) y nutrientes inorganicos (P, Fe, N, Mg, S, etc.). También
estan los alternativos que son sustancias isosmotizantes (NaCl), agente solidificante (agar-agar),

tampones, indicador de pH, etc.

En los laboratorios se utilizan diferentes tipos de medios de cultivos, se pueden preparar de forma
liquida o solida. Para preparar el medio solido, se utiliza un medio liquido al que se afiade un agente
solidificarte como el agar.

El agar es una gelatina vegetal, polisacarido obtenido de la pared celular de algunas especies de
algas de los géneros gelidium, euchema y graciliaria, entre otros. Se utiliza desde tiempos antiguos.
Disuelto en agua caliente y enfriado se vuelve gelatinoso, su uso principal es como medio de cultivo

para el crecimiento de bacterias y hongos en microbiologia.

16



Tipos de agar utilizados:

e Agar nutritivo: Medio rico para el cultivo de microorganismos en general, crecen una gran

mayoria, excepto algunos muy exigentes.

e Mac Conkey: Es un medio selectivo diferencial utilizado para el aislamiento y
diferenciacion de bacilos gram negativo fermentadores y no fermentadores de lactosa. Se

utiliza con frecuencia para el aislamiento de coliformes.

e Sal manitol: Este medio es utilizado para el aislamiento y enumeracion de

microorganismos pertenecientes al género Staphylococcus.
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OBJETIVO

El principal objetivo de esta practica es que el estudiante tenga la capacidad de preparar
adecuadamente medios de cultivo ya que es uno de los sistemas mas importantes para la
identificacion de microorganismos. A partir de un método especifico, sencillo, siguiendo los pasos
adecuados de higiene y calculando las medidas para preparar las cantidades exactas de cultivos de

agar.
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MATERIALES Y METODOLOGIA

MATERIALES
e Jugo de pifia =
e Jabon de trastes %7 i
e Sal E . :i
e Vasos de precipitado [

e Alcohol al 96%

e Fuente vegetal (Kiwi)
e Colador

e Agua destilada

e Licuadora

e Cuchillo

e Cuchara
e Tabla para picar
e Cajas de petri

e Palillos

e Agua clorada

e Alcohol al 70% %+:vd
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METODOLOGIA
Se limpid y descontaming el area de trabajo con agua clorada y alcohol al 70%.

Primero se retird la cascara del kiwi, y se pico con un cuchillo (Fig. 1A), se agregd en un recipiente.
En un vaso de precipitado se agregé agua destilada, media cucharada de sal y tres cucharadas de
jabon para trastes; esta mezcla se afiadi6 al recipiente con kiwi y se licué por un minuto a maxima
velocidad. Se vertio la mezcla de kiwi en un vaso de precipitado con ayuda de un colador hasta llegar
a 150ml, y se agregaron 3 cucharadas de jugo de pifia; se mezclé y se agregaron 150ml de alcohol
al 96%, éste Ultimo se agrega por la orilla del recipiente para no mezclar los demas ingredientes y
separar asi el ADN de nuestra fuente vegetal (Fig. 1B). Después de esto, se deja reposar la mezcla

por un tiempo de 10 minutos.

Fig. A Fig. B

Fig. 1a) Momento en que se corta el kiwi y b) afiadir alcohol al 96% por la orilla del vaso.

Cuando se separ6 el ADN del kiwi se tomaron muestras con los palillos y se colocaron en las cajas

petri, después se precedid a observarlos en el microscopio.

Se limpiaron los materiales utilizados y se desecho el kiwi. Se limpié y descontaminé el area de

trabajo con agua clorada y alcohol al 70%.
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RESULTADOS

Después de realizar el procedimiento indicado al kiwi, se observd al ADN separarse de lo que
restaba de sus células vegetales, al romper las paredes celulares quedaron los organelos libres, al

igual que su ADN.

Como se muestra en la siguiente figura (fig. 2) esto es lo que resultd al terminar el procedimiento y
esperar 10 min a que se separara la suficiente cantidad de ADN para poder observarlo al

microscopio con una lente de 40X y de 100X.

Fig. 2 ADN de la célula vegetal (kiwi) separado después del procedimiento realizado en la practica.

Las flechas nos indican la parte que se utilizO para observarse en el microscopio, esta parte
separada del resto de las células y del alcohol vendria siendo el ADN contenido en la fruta estudiada,

en este caso el kiwi.

Al tomarse una muestra (fig. 3) y colocarse en el microscopio (fig. 4) se observé el ADN separado de

la célula vegetal.
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Fig. 4 Observacién de la muestra en el microscopio con los aumentos de 40X y 100X.

Al separar la muestra para su posterior observacién en el microscopio, obtuvimos las siguientes

imagenes del ADN del kiwi.
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Fig. 5 Vista al microscopio a 40X y a 100X respectivamente.

En la figura 5 se puede apreciar una semilla (sefialada con un circulo), esto es porque el Kiwi
contiene muchas semillas y es dificil separar todo el medio de éstas. No se enfoc6 muy bien ya que
en cuanto se pretendia enfocar una parte la otra se desenfocaba debido a que nuestra muestra no
es una laminilla sino que es como una pasta, por esto los relieves que impidieron una buena vision

de la muestra de ADN.

Fig. 6 Vista del ADN en el microscopio con un aumento de 100X.

En esta ultima figura se aprecia mejor la estructura del ADN, que en este caso se observan como
granulos de diferente tamafio; se enfoca mejor la muestra y se obtiene también una mejor vision de
lo que es la semilla del kiwi (la parte sefialada con una flecha). Lo demas que se observa es el ADN

obtenido de nuestra muestra de célula vegetal (kiwi).
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CONCLUSION

Podemos decir que cumplimos con el objetivo de la practica, extraer el ADN de una fuente vegetal.
Al seguir los pasos en presencia de una persona capacitada obtuvimos un resultado favorable ya
gue al final se pudo observar claramente como se separaba el ADN del resto de componentes.

Aprendimos como era su estructura al observarlo a través del microscopio.

En general esta practica me parecié muy interesante, no esperaba observar algo asi, ni siquiera
sabia que esperar, pero conforme vamos avanzando aprendimos mas y que es un procedimiento tan

sencillo.
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RESUMEN
La préactica de laboratorio consistio en la preparacion de medios de cultivo en un agar determinado.

La preparacion se hizo con agar estandar (polvo ya preparado, el cual se usa para cultivos de
bacterias estandar), se peso y después se le agrego agua destilada para asi proceder y colocarla al
fuego. Se dejo reposar en cajas de petri hasta que el agar (liquido) pasara a verse como si fuera
gelatina (medio solido), después de eso se le sopl6 al agar para que se contaminara con bacterias y
a una ultima caja se dejo reposar afuera para que se contaminara con bacterias provenientes del

ambiente. Las cajas petri fueron guardadas en la incubadora a 35 + 2 °C durante un dia.

Después el cultivo de agar se observo, se aprecio que crecian pequefias manchas (bacterias y

hongos).

Gracias a la préactica elaborada aprendimos a preparar medios de cultivo, asi como también la

cantidad de bacterias que existen en nuestro ambiente y en nosotros.
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INTRODUCCION

Los microorganismos pueden ser observados con ayuda del microscopio, estos son causantes de
enfermedades en los humanos. Asi que el medio de cultivo es una solucién que cuenta con
nutrientes, que en concentraciones adecuadas y en condiciones fisicas optimas, permiten el
crecimiento de estos microorganismos y que nos facilitan su estudio. Generalmente los medios de
cultivo se presentan desecados en forma de polvo fino o granular antes de ser preparados; ya

preparados pueden encontrarse en estado soélido, semisolido o liquido.
Su composicion varia en funcién de:

e Grupo microbiano que se pretende estudiar
e Complejidad quimica
e Estado fisico

e Aplicacion

En los medios, su composicion permite el crecimiento de un gran numero de especies Yy
determinados microorganismos (medios selectivos). Asi mismo los medios de cultivo poseen de
una serie de componentes, los indispensables en los que se incluye el agua, nutrientes organicos
(hidratos de carbono, aminoéacidos, vitaminas, etc.) y nutrientes inorganicos (P, Fe, N, Mg, S, etc.).
También estan los alternativos que son sustancias isosmotizantes (NacCl), agente solidificante (agar-

agar), tampones, indicador de pH, etc.

En los laboratorios se utilizan diferentes tipos de medios de cultivos, se pueden preparar de forma
liquida o solida. Para preparar el medio solido, se utiliza un medio liquido al que se afiade un agente
solidificarte como el agar.

El agar es una gelatina vegetal, polisacarido obtenido de la pared celular de algunas especies de
algas de los géneros gelidium, euchema y graciliaria, entre otros. Se utiliza desde tiempos antiguos.
Disuelto en agua caliente y enfriado se vuelve gelatinoso, su uso principal es como medio de cultivo

para el crecimiento de bacterias y hongos en microbiologia.
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OBJETIVO

Que el estudiante tenga la capacidad de preparar adecuadamente medios de cultivo a partir de un
meétodo especifico, sencillo, siguiendo los pasos adecuados de higiene y calculando las medidas

para preparar las cantidades exactas de cultivos de agar.
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MATERIALES Y METODOLOGIA

MATERIALES

e Matraz de un litro

e Bascula

e Guantes de Asbesto

e Agua purificada 150 ml

e Agar (Sal y Manitol, Estandar y Mac Conkey )

e Cajas petri desechables ‘<

e Tapodn de gasa A {

-
““TOTMEDICAL

e Mechero

e Tripode [ 1)\

e Charola de pesaje |v\
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METODOLOGIA
Se limpid y descontaming el area de trabajo con agua clorada al 55% y alcohol al 70%.

Se realizaron calculos (conversiones) para conocer la cantidad exacta que necesitamos para

preparar el agar con 150 ml de agua destilada:

Agar Sal y Manitol Agar Mac Conkey Agar Métodos Std.
111 gr— 11t (1000 ml) 50 gr — 1000 ml 23.5 gr — 1000 ml
X=16.65 gr — 150 ml X=7.5gr — 150 ml X=3.52 gr — 150 ml

Se colocan 4 gr de agar en un recipiente (en este caso de papel), luego se vacié en un matraz que
contenia 150 ml de agua, se coloca a fuego lento, tapado con el tapon de gasa, hasta que se llegue

a clarificar y se debe agitar con el uso de guantes.

Cuando estuvo listo el agar se vacié en cajas petri, esto se debe hacer cerca de la mecha (Fig. 1a) y
se deben ir colocando alrededor del mechero (Fig. 1b), hasta que el agar este soélido, se le sopl6 a la
caja de petri para infestarla de bacterias provenientes de nosotros y al final se colocaron las cajas de

petri en la incubadora a 35°+- 2°C.

Fig. 1a) Se muestra el momento donde se vacia agar en una caja petri, cerca del mechero 1b) se

muestra la colocacion de los agares alrededor del mechero, respectivamente.

Se lavaron los materiales utilizados. Se limpioé y descontaminé el area de trabajo con agua clorada y

alcohol al 70%.
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RESULTADOS

Como resultado obtuvimos una mezcla homogénea del agar estandar, al llevar a cabo la preparacion
adecuada para su elaboracion los agares quedaron en un estado mas solido (tipo gelatina), como se

muestra en la figura 2:

Fig. 2 Cajas de petri al final de la practica, dentro de la incubadora (35 + 2 °C).

Después de llevar a cabo el resto de la practica, dejando reposar por un dia, se puede observar la
formacion de colonias de hongos y bacterias encontradas en el ambiente y en nosotros mismos. Por

falta de tiempo no se pueden observar muy bien estas colonias, ya que en un dia no se formaron

muchas bacterias, a continuacion se muestran las imagenes 3y 4.

Fig. 3 Agares estandar después de un dia.
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a) b) c)

Fig. 4a) Agar estandar libre en ambiente, b) agar estandar preparado por Katia y c) agar estandar

preparado por Stephanie.

a) b)

Fig. 5a) Agar estandar preparado por Dai y b) agar estdndar preparado por Alexandrina.

En las figuras 4 y 5 se pueden observar manchas blancas (sefialadas con circulos morados), estas

manchas se podrian atribuir a hongos encontrados en el ambiente 0 en nosotros, es el resultado que
33



obtuvimos tras un dia de espera, se podrian haber formado mejor los hongos y bacterias pero debido
al corto tiempo esto fue lo que se obtuvo. Aun asi se puede apreciar un poco que si se formo algo

dentro del agar, ya sean bacterias u hongos.
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CONCLUSION

La practica cumplio con el objetivo que se esperaba, aprender el como preparar un medio de cultivo,
en este caso el agar estandar. Al seguir los pasos indicados obtuvimos un resultado bueno, ya que al

final se observaron las bacterias que habian sido cultivadas en el agar elaborado.

Gracias a esta practica ahora sabemos lo que hay en nuestro ambiente y que nos es imposible
apreciar a simple vista. Ademas de que fue una practica en la que aprendimos y a la vez entretenida.
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RESUMEN

La préactica consistio en tomar varias muestras de microorganismos que se encuentran en un celular,
en la nariz y en las bacterias E. coli y S. aureus. Para después proceder a sembrarlas en agar y

esperar a que estas crezcan.

Las muestras de la nariz y del celular fueron tomadas directamente con un hisopo y colocadas en
una caja petri con agar. La E. coli y S. aureus se tomaron de una caja petri en la que ya estaban

previamente sembradas las bacterias.

Las cajas petri con las bacterias ya sembradas fueron guardadas en la incubadora a 35 + 2°C

durante una semana.

Después en el sembrado se pudo observar un crecimiento de bacterias y hongos.
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INTRODUCCION

El cultivo es un método para la multiplicacion de células o microorganismos, esto es empleado como
un método fundamental para el estudio de las bacterias. Esto se lleva a cabo al cultivarlas en un
medio solido de agar. Los medios de cultivo contienen distintos nutrientes que favorecen al

microorganismo.

Para aislar una especie bacteriana a partir de una muestra formada por muchos tipos de bacterias,
se siembra en un medio de cultivo solido donde las células que se multiplican no cambian de
localizacion, tras varios ciclos reproductivos, cada bacteria individual genera una colonia compuesta

por millones de células similares a la original.

Las bacterias que utilizamos fueron la E.coli es tal vez el organismo procariota mas estudiado por el
ser humano, entero bacteria que se encuentra generalmente en intestinos animales, aguas negras,
realmente se encuentra en todos lados ya que es un organismos ubicuo. Es una bacteria utilizada

frecuentemente en experimentos de genética y biologia molecular.

Por otra parte también utilizamos Staphylococcus aureus es una bacteria gram positiva que se
encuentra ampliamente distribuida por todo el mundo, estimandose que una de cada tres personas

se hallan colonizadas, aunque no infectadas por ella.

También se recolectaron muestras de diferentes medios para saber que bacterias se encuentran por

ejemplo en manos, nariz, celular y boca.
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OBJETIVO

El principal objetivo de esta practica es de que el alumno aprenda técnicas de cultivo y que se dé
cuenta de la cantidad de bacterias que se encuentran en el ambiente y a las que estamos expuestos

diariamente.
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MATERIALES Y METODOLOGIA
MATERIALES

e Cajas petri con Agar:
*Nutritivo
*Mac Conkey
*Salmanitol

e Agua clorada

e Alcohol al 70%

e Mechero

e Asa microbiologica

e Cotonete
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METODOLOGIA
Se limpio y descontaminé el area de trabajo con agua clorada y alcohol al 70%.
Los agares se encontraban listos en sus cajas petri.

Para iniciar se debe prender el mechero, todos los procedimientos se deben de realizar cercas de

este.

Se toma un asa microbiologica, la cual se debe esterilizar poniendo en fuego hasta que este al rojo
vivo (Fig.1), luego se debe enfriar colocandola en el agar estéril, se debe pasar por el agar con E.
coli o S. aureus (la que se prefiera realizar primero), y después pasar por el agar estéril realizando

movimientos en zigzag para que se puedan esparcir.

Fig. 1 En esta foto se muestra el asa al rojo vivo.

También se realizaron siembras de muestras como fueron: El celular y nariz, se tomo un cotonete y
se tomaron las pruebas con estos, se deben pasar por la parte donde se desea tomar la muestra,
cuando se obtiene la muestra deseada se debe pasar por el agar nutritivo y luego quemar el algodén

con el que se tomo la muestra.
Al finalizar se deben colocar las cajas petri en una incubadora a 35°+ 2°C

Se limpio y descontamino el area de trabajo con agua clorada y alcohol al 70%.
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RESULTADOS

Lo que se obtuvo de esta practica fueron los cultivos tomados de diferentes muestras, se nos
proporcionaron dos bacterias (E. coli y S. aureus), las otras muestras fueron tomadas de el celular y

la nariz. Las figuras 2a y 2b muestran los agares con sus respectivas bacterias y el momento en que

se colocan en la incubadora.

(@) (b)

Fig. 2a) Agares ya inoculados con las distintas bacterias proporcionadas y 2b) muestras colocadas

en la incubadora (35 £ 2 °C).

Al realizar el cultivo en los diferentes agares ya proporcionados y colocarlos en la incubadora

obtuvimos las diferentes colonias mostradas en la figura 3.
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Fig. 3 Agares en los que se observan las diferentes colonias de bacterias, después de unos dias.

Las diferentes muestras tomadas del celular y nariz se observan més a detalle en las figuras 4a y 4b.
Se pueden observar las diferentes formas en la que crecieron los microorganismos; en la figura 4a
se aprecian distintas estructuras y colonias de bacterias, en la figura 4b se distinguen las colonias de

las bacterias, en una forma mas separada o dividida y al parecer una sola bacteria.

Fig. 4a) Caja de petri con una muestra tomada del celular de uno de los integrantes del equipo y 4b)

caja de petri con una muestra obtenida de la nariz de otro integrante del equipo.
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La muestra de S. aureus no se observo crecimiento, debido a que se nos explico que el agar con

esta bacteria ya tenia mucho tiempo ahi y por lo tanto no fue posible realizar el cultivo en esta

practica. La figura 5 muestra como no se dio el crecimiento de la bacteria.

Fig. 5 Caja de petri con S. aureus.

También se tomaron muestras de la bacteria E. coli, se observan las colonias de una forma como de

nube. Estas muestras se cultivaron en el agar y se muestran en la figura 6.

Fig. 6 Agar con la bacteria E. coli.

Se cultivaron en agares nutritivos divididos las bacterias E. coli y S. aureus, mostrandose sélo
resultados de las colonias en la E. coli, posteriormente a la vista del microscopio se observo que la
bacteria S. aureus no crecio en ninguno de los agares preparados en esta practica. Esto se realiz6
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con el objetivo de poder observar el crecimiento de ambas bacterias en un mismo tipo de agar. Al
final obtuvimos solo resultados de la E. coli, se observa la misma forma de las colonias de bacterias

gue las mostradas en la figura 6, una forma de nube. A continuacion de aprecian las imagenes de

cada caja de petri con division (figura 7).

Fig. 7 Cajas de petri divididas para el cultivo de E. coliy S. aureus.

Al final pudimos observar la estructura de cada una de las colonias de bacterias cultivadas, la E. coli
y las bacterias del celular y la nariz, y aunque no se pudo realizar el cultivo de la S. aureus logramos

observar las demés bacterias en los distintos tipos de agares.
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CONCLUSION

La practica realizada cumplio con el objetivo esperado, aprender a sembrar microorganismos en un
medio de cultivo. Siguiendo los pasos que se nos indicé pudimos obtener un resultado bueno, ya que
se pudo observar un crecimiento de las bacterias y hongos en las cajas petri que anteriormente

habian sido sembradas.

Gracias a la practica elaborada hemos aprendido a sembrar bacterias u hongos en agar, para
después proceder a observarlas en un microscopio y apreciar con mas detalle los microorganismos

que se encuentran en nuestro ambiente.
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RESUMEN

La préactica consisti6 en hacer una tincion de Gram y una prueba de catalasa con las muestras

tomadas y sembradas en la practica anterior.

La tincion se hizo tomando una pequefia cantidad de muestra, la cual se coloco en un portaobjetos,
después se le agrego la tincion violeta por un minuto, se le retiro el excedente para luego agregarle
iodogol por un minuto, de nuevo se retiro el excedente y se le agrego alcetona durante 30 segundos

para que se decoloraran algunas bacterias y finalmente se le agrego safranin.

Después las muestras tefiidas se observaron en un microscopio para poder identificar el tipo de

bacterias con el que se estaba trabajando.

Las bacterias gram positivas (celular, S. aureus) se tifieron de color purpura y las bacterias gram

negativas (nariz, E. coli) de color rosa.

La prueba de catalasa se realiz6 poniendo en la muestra una gota de agua oxigenada la cual
determinara si la prueba es positiva, en todas las muestras realizadas se obtuvo positivo (E.coli, S.

aureus, nariz, celular).

Gracias a la préctica realizada aprendimos a tefiir las muestras e identificar el tipo que eran.
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INTRODUCCION

La tincibn de Gram es una técnica comunmente empleada en el diagnostico microbiolégico, fue

descubierta por Hans Christian Gram en 1884.

Las bacterias pueden dividirse en dos grupos:. gram positivas y gram negativas, esta tincion tiene
mucha importancia en la taxonomia bacteriana ya que indica diferencias fundamentales de pared
celular de las distintas bacterias. Se utiliza tanto para poder referirse a la morfologia celular

bacteriana, como para poder realizar una primera aproximacion a la diferenciacion bacteriana.

La pared celular de las gram positivas posee una gruesa capa de peptidoglucano, ademéas de dos
clases de acidos teicoicos: anclando en la cara interna de la pared celular y unida a la membrana

plasmatica. Esto hace que las bacterias gram positivas queden color violeta.

Por su parte las bacterias gram negativas su capa de peptidoglucano es delgada, y se encuentra
unida a la segunda membrana plasmatica exterior por medio de lipoproteinas. Tiene una capa
delgada de peptidoglicano unida a una membrana exterior por lipoproteinas. Esto hace que las

bacterias gram negativas queden de color rosa.

Por lo tanto ambos tipos de bacterias se tifien de manera diferente, la clave es el peptidoglicano ya
gue es el material que confiere su rigidez a la pared celular bacteriana, y las Gram positivas lo

poseen en mucha mayor proporcion que las Gram negativas.

Identificacion bacteriana es el ejercicio practico en el que se ejercen las pruebas de identificacion
bacteriana. En la medicina general es comun que llegue un paciente con sintomas de alguna
infeccion bacteriana, el determinar un diagnéstico y poder interpretar qué bacteria causoé la molestia
al paciente es aventurado, pues hay muchas bacterias que causan las mismas enfermedades, por
€s0 es conveniente realizar pruebas de identificacion, que son sumamente importantes para un buen

diagndstico de cualquier patologia.

Cada género, inclusive especie, tiene diferentes reacciones cuando se les enfrentan diferentes
reactivos, esto se hace a partir de un cultivo puro, ya la bacteria aislada, con estas pruebas
podremos decir casi con exactitud de que género y qué especies que esta bacteria. A estas pruebas

se les ha llamado como primarias, secundarias y complementarias.

e Prueba de catalasa: La catalasa es una enzima que descompone al peréxido de hidrégeno en

oxigeno y agua, esta enzima es similar a la estructura de la hemoglobina. Excluyendo al género
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Streptococcus y algunos otros la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas

tienen catalasa.

La base de esta prueba es demostrar la presencia de la enzima catalasa, colocando 2 o 3 gotas al

cultivo.
El resultado es positivo si en la colonia hay efervescencia. Ejemplos:
e Catalasa (+): Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas sp.

e Catalasa (-): Streptococcus spp.
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OBJETIVO

El objetivo de esta préactica es que aprendamos las técnicas basicas de tincion y asi poder observar
e identificar bacterias gram negativas y positivas. Asi como también podremos aprender sobre su

morfologia.
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MATERIALES Y METODOLOGIA

MATERIALES
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METODOLOGIA

Se limpid y descontaminé el area de trabajo con agua clorada y alcohol al 70%.

Se deben limpiar los porta-objetos con alcohol y secar posteriormente. Después de haberlos limpiado
no se deben tocar. Poner cinta adhesiva en la orilla del porta-objetos, en este poner el nombre de lo
gue se va a colocar en el porta (ejemplo S. aureus) se pone una gota de agua destilada en el porta-

objetos.
Los procedimientos que contindan se deben realizar cercas del mechero.

Se toma un asa, la cual se debe esterilizar poniéndola al rojo vivo, luego se enfria en el agar (en
algun espacio de la colonia seleccionada) y se toma una muestra la cual se debe esparcir en el
porta-objetos con la gota de agua. Al terminar se debe pasar el porta-objetos por el fuego para que

se fijen.

Los procedimientos que continlan se deben realizar cercas de una llave de agua abierta (el flujo de

agua debe ser pequefio).
Se realizé la “Tincion de Gram” (fig.1):

e Colorante basico Cristal Violeta. Se deja actuar durante un minuto y se lava con agua.
e Liodo lugol. Se deja actuar un minuto y se lava con agua.
e Alcohol/Acetona. Se deja actuar treinta segundos y se lava con agua.

e Safranina. Se deja actuar un minuto y se lava con agua.

Fig. 1 En esta foto se muestra el momento donde se realiza la “Tincion de Gram”.
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Se seco, y se llevaron a observar en un microscopio.

Se realiz6 la prueba “catalasa”, con cada muestra que se obtuvieron. Se puso en un porta-objetos

dos gotas de agua oxigenada y en cada una se coloc6 una muestra diferente.

Se limpi6 y descontaminé el area de trabajo con agua clorada y alcohol al 70%.
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RESULTADOS

El resultado al llevar a cabo esta practica fue el de poder observar al microscopio los diferentes
microorganismos cultivados en la practica anterior, estas bacterias fueron sometidas a la técnica de
tincion de Gram para poder observarlas en el microscopio y asi conocer la forma de cada bacilo o
coco presentado en las muestras.

La imagen 2 nos muestra los porta-objetos ya con la tincion de Gram aplicada, listos para montarse
en el microscopio y observarlos.

Fig. 2 Porta-objetos con las distintas bacterias cultivadas en la practica anterior (E. coli, S. aureus,

bacterias obtenidas de un celular y nariz), sometidas a tincion de Gram.

Al colocar las muestras en el microscopio, se observé a aumentos de 40 y 100X; en la figura 3a se
aprecian las bacterias encontradas en el celular, solo se pueden ver puntos ya que la muestra fue
observada a 40X y se aprecian de un color purpura oscuro. En la figura 3b se obtuvieron imagenes
mas cercanas (aumento a 100X) y asi se pudo apreciar la forma de las bacterias, que en este caso
son en forma de bacilo (una forma alargada). En ambas imagenes se encierra a las bacterias en un
circulo.
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a) b)
Fig.3a) Muestra (bacterias de celular) observada a 40X y 3b) observada a 100X.

La siguiente muestra observada fueron las bacterias obtenidas de la nariz, estas se observan con
una forma de cocos (forma de esferas) con un color como naranja. Se aprecian mejor en la figura
4b, ya que en la figura 4a se observo al microscopio con un aumento de 40X. Se encierra en un

circulo a las bacterias para apreciar mejor su forma.

a) b)
Fig. 4a) Muestra (bacterias de la nariz) observada a 40X y 4b) muestra a 100X.

En la figura siguiente (fig. 5a y 5b) se observo a 40 y 100X en el microscopio la muestra obtenida de
la bacteria E. coli. Se aprecian las bacterias con forma de bacilos, en un color naranja un poco

oscuro y se sefialan con un circulo a los microorganismos para su mejor apreciacion.
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a) b)
Fig. 5a) E. coli observada a 40X y 5b) E. coli con un aumento de 100X.

La S. aureus se observé a 40 y 100X en el microscopio, la muestra fue cultivada en la practica
anterior pero al observarla al microscopio nos dimos cuenta que no era la bacteria esperada ya que
la forma de S. aureus debe de ser un coco, al verificar la muestra tomada resulté ser en forma de
bacilo, al igual que la bacteria E. coli. En la figura 6a y 6b se observa la muestra, encerrando en un

circulo a las bacterias. Estas bacterias si se observan, al tomar la fotografia, de un color morado

gracias a la tincion de Gram.

a) b)

Fig. 6a) Muestra observada a 40X y 6b) muestra observada a 100X.
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Los resultados obtenidos nos sirvieron para apreciar bien las formas de cada bacteria cultivada

anteriormente, como vimos en las imagenes anteriores.

También se obtuvo resultados en la prueba de catalasa, si era positiva significaba que contenia esta
enzima y se generaba una reaccion de burbujas (liberacion de oxigeno). A continuacion se muestra

la imagen de las distintas bacterias sometidas a esta prueba.

Fig. 7 Prueba de catalasa aplicada a E. coli, S. aureus, bacterias encontradas en el celular y en la

nariz.
Los resultados fueron los siguientes:

Prueba negativa para catalasa en el celular (flecha azul).
Prueba positiva para catalasa en E. coli (flecha roja).
Prueba positiva para catalasa en S. aureus (flecha rosa).

w0 N

Prueba positiva para catalasa en la nariz (flecha morada).
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CONCLUSION

La practica cumplié con lo esperado, ya que las muestras se tifieron correctamente y se pudo
identificar el tipo de bacterias gram negativas (E.coli, nariz) y positivas (celular, S. aureus) de las

gue se trataban.

Gracias a la practica ahora sabemos como es la estructura de las bacterias asi como del tipo que es.
Ademas de que fue una practica muy entretenida y en la que aprendimos a tefiir e identificar las

bacterias gram positivo y negativo.
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RESUMEN

La practica de laboratorio consistio en la tincion de baterias y hongos para asi poder observar lo que

existe en nuestro alrededor.

Los hongos que se utilizaron para la practica fueron extraidos de un agar con bacterias de E. coli. La
preparacion se elabor6 por técnica de impronta la cual consiste en tomar una pequefia muestra de
hongos con cinta adhesiva y colocarla en un portaobjetos el cual tenia posteriormente una gota de

azul de algodon, después se le coloca otra gota de azul de algodon y el cubreobjetos.
Después se observo en el microscopio y se pudo apreciar pequefios circulitos (hongos).

Gracias a la préactica realizada aprendimos a preparar una nueva técnica la cual podremos utilizar y

aplicarla para asi conocer el tipo de bacteria que existe.
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INTRODUCCION

Las tinciones en microbiologia son las primeras herramientas que se utilizan en el laboratorio para el
diagnostico de las enfermedades infecciosas. Hay una gran variedad de tinciones, que se han ido
desarrollando para la deteccién de los diferentes agentes infecciosos. Los hongos por ejemplo son
organismos heterotrofos, se alimentan de materia organica. Son eucariotas presentan un nucleo
diferenciado con membrana bien organizada. Presentan una pared celular formada por polisacéaridos,

polipéptidos y quitina.
Los hongos presentan estas caracteristicas:
e Son eucariotas.
¢ Normalmente son multinucleados.
e Se reproducen por medio de esporas.
e Son heterotrofos, sin clorofila y se alimentan por absorcion.

e EIl talo también llamado soma o cuerpo vegetativo puede ser unicelular o tipicamente

filamentoso, recibe el nombre de micelio.
La tincién de Azul de algod6n se emplea para observar hongos.

Es una tincion simple (un sélo colorante) y como tal esta basada en la afinidad del colorante por

componentes de las células, en este caso por las estructuras flngicas.

El azul de algodon tiene tres caracteristicas que lo hacen especial para observar dichas estructuras

en los hongos del tipo moho obtenidos en los cultivos por aislamiento.

e El fenol destruye la flora acompafante (algunas veces en los cultivos, juntos a los hongos

pueden crecer colonias de bacterias)

e EIl acido lactico conserva las estructuras fungicas al crear, por decirlo de algiin modo, una
pelicula que las protege provocado por un cambio de gradiente osmoético entre el interior y el

exterior de dicha estructura.

e El azul de algoddn tiene la capacidad de adherirse a las hifas y conidios de los hongos

microscopicos.
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OBJETIVO

Aprender técnicas basicas de tincion de hongos con azul de algoddn, observar su morfologia.
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MATERIALES Y METODOLOGIA

MATERIALES

Agua clorada

Alcohol al 70%
Porta-objetos

Azul de algoddn con lactotenol
Mechero

Cinta adhesiva transparente
Aza microbiologica

Aceite de inmersion
Microscopio

Guantes (desechables)
Cubre bocas

Pinzas quirdrgicas

Cubre objetos

Hongo
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METODOLOGIA

El método que se utilizo fue: Impronta
Se limpid y descontaminé el area de trabajo con agua clorada y alcohol al 70%.
Con guantes y cubre bocas; todos los procedimientos se deben realizar cercas del mechero.

Se debe tomar una muestra de un material con hongos. En nuestro caso se llevdé pan integral, pero
no se pudo proseguir con éste, dado que las migajas no nos dejaban obtener una buena muestra del
hongo; asi que se continué con un hongo que crecié en un agar. La toma de la muestra se debe
hacer con el aza ya esterilizada (Fig. 1), poniéndola al rojo vivo, esperar un momento a que se enfrié
y luego colocarle un pedazo de tape, y se procede a tomar la muestra colocandolo enzima del hongo

deseado.

Fig. 1 En la imagen se observa como se tomé la muestra.

En un porta-objetos se debe poner una gota de Azul de algodén con lactotenol (Fig. 2), y poner la
muestra ahi, después se debe poner otra gota de Azul de algodén con lactotenol y se coloca un

cubre objetos.

Fig. 2 En esta imagen se aprecia el momento donde se dejo la muestra en el porta-objetos.
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Ya se puede mirar en el Microscopio, y para poder observarle a 100x se le coloca una gota de aceite

de inmersion.

Se limpid y descontaminé el area de trabajo con agua clorada y alcohol al 70%.
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RESULTADOS

El resultado de esta practica fue el poder apreciar hongos encontrados en distintos alimentos (en
este caso fue un hongo obtenido de un agar preparado con anterioridad) para conocer su morfologia

después de aplicar una técnica para poder observarlos a 10 y 100X en el microscopio.

La figura 3 nos muestra a los hongos observados con un aumento de 10X, se puede apreciar una
forma circular en los hongos colocados en el porta-objetos, también se observan levaduras.

Fig. 3 Muestra observada a 10X en el microscopio (se sefiala con una flecha a los hongos).

En la figura 4 se observa mejor cada uno de los hongos encontrados en la muestra del agar, se
aprecia mejor su forma circular y se ve mas separado uno del otro, ya que se observa con un

aumento de 100X, mostrada a continuacion.
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Fig. 4 Muestra de hongos observada a 100X, la fecha indica al hongo.

Los resultados obtenidos en esta practica nos permitieron ver la morfologia de los hongos
encontrados en los alimentos y en un futuro poder conocer de qué clase de hongo se trata y de que
toxinas hay que prevenir de cada uno de ellos, ya que los hongos generan toxinas para poder

sobrevivir a condiciones distintas a su crecimiento habitual.
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CONCLUSION

La practica cumplié con el objetivo esperado ya que aprendimos a preparar una nueva técnica
llamada impronta, la cual nos servird para identificar bacterias y hongos. Al seguir los pasos
indicados pudimos obtener un resultado bueno, ya que en el microscopio se observaron los hongos

extraidos de la muestra.

Gracias a la practica ahora sabemos otro método para extraer muestras de hongos. Ademas de que

pudimos apreciar los hongos con mas claridad en un microscopio.
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