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suficiente para permitir la entrada del aplicador y
seguidamente se frota a través de la superficie del
medio y se tapa la caja. Incube dos cajas entre
35-37°C v las otras dos coléquelas al medio am-
biente. El muestreo de bacterias del suelo se rea-
liza en forma similar al muestreo de polvo y para
tal fin, se esparce sobre el medio con la ayuda del
aplicador, varias particulas de suelo. Incube como
en el caso anterior. Finalmente, el muestreo de
bacterias del agua se hace mediante la ayuda de
una asa. Para tal propésito basta con sumergir el
asa dentro de la muestra de agua y rayar suave-
mente sobre la superficie del medio, haciendo li-
neas paralelas de un lado a-otro de la caja, retire
el asa y tape la caja. Incube dos cajas entre 356-37°C
v las otras dos, péngalas al medio ambiente.

Todds las _cajas deben ser invertidas durante la
incubacién con el fin de evitar la condensacion
de agua.

Observe las cajas {las propias y de los otros
grupoes) después de 24 — 48 horas. Observe el ta-
mafio, forma, color y textura de las diferentes co-
lonias que aparecen. Ademaés de bacterias, apare-
ceran levaduras y hongos particularmente en uno
de los medios.

Cada grupo dibuje el tamafio aproximadoy apa-
riencia de las colonias sobre sus cajas Petri. Iden-
tifique cada colonia con respecto a su color, textu-
ra y cualquiera otra caracteristica distintiva. Pre-

pare placas microscépicas de Bacillus subtilisy
de aquellos organismos que aparecen en sus res-
pectivos medios y tratamientos. Mediante un apli-
cador de algodén estéril transfiera una porcién pe-
quefia de una colonia y depositela cerca del borde
del portacbijetos (utilice un portacbjetos para dos
preparaciones). Adicione una gota de agua desti-
lada estéril y mézclela bien con la bacteria. Permita
que se seque y adicione una o dos gotas de cristal
violeta. Después de 30 segundos, elimine suave-
mente el exceso del colorante, coloque un cu-
brecbjetos sobre la preparacién, y observe la placa
al microscopio compuesto. Observe también las
preparaciones hechas por los otros grupos y dis-

cuta sus observaciones: 1) 4Cudntas colonias hay -

en sus cajas?, /Cudntas clases de colonias hay?,
2) ¢Son las colonias de sus cajas similares a aque-
llas sobre las cajas de los otros grupos?, ;Cuéles
son las razones por las cuales son diferentes?, 3)
;Coémo difieren las colonias sobre las cajas de su
grupo con respecto a aquellas sobre las cajas de
los otros tres grupos?, 4) De razones posibles a
sus respuestas del numeral anterior, 5) ¢Hay algu-
nas colonias que estan afectando a otras (inhibi-
cién o estimulo)?. Si la respuesta es afirmativa,
¢qué explicacién daria y qué experimentos planea-
ria para investigar mas profundamente tal(es) fe-
némeno(s)?, 6) ¢Qué experimentos disefiaria para
investigar en mas detalle el habitat de sus mues-
tras vy los organismos que encontrd? y, 7) 4Qué
posible aplicacién le encontraria a sus resultados?,
¢.Qué pruebas serian necesario realizar antes de
que estas aplicaciones fueran practicadas?.

APUNTES
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Practica No. 13

Inoculacién de Virus
Fitopatégenos

Obijetivo

Demostrar la naturaleza infecciosa y la transmi-
sién mecénica del virus del mosaico del tabaco
(TMV) y/o del virus del mosaico comun del frijol
(BCMV).

Materiales

Hojas de tabaco atacadas por €l virus del mo-
saico del tabaco o cigarros elaborados; hojas de
frijol afectadas por el virus del mosaico comun del
frijol; plantulas sanas de tabaco; chile, tomate y
frijo]l, a las cuales se les ha eliminado la yema
terminal; pipetas; vasos de precipitacién; fosfato
de potasio (K,HPO4) 0.01M, pH?7.5; agua destilada
estéril; gasa.

Procedimiento

TMV. Triture 10 gr de material afectado con
mosaico del tabaco en 25 ml de fosfato de potasio.

Filtre la suspension a través de gasa y almacene
el filtrado en el refrigerador.

BCMV. Macere 10 gr de hojas de frijol afectadas
con el virus del mosaico comun en 100 ml de agua
destilada estéril o en la solucién-amortiguadora
de fosfato de potasio. Filtre la suspensién a través
de gasa y guarde el filtrado en el refrigerador.

Con la ayuda de un trozo de-gasa estéril frote
suavemente el inéculo de cada virus sobre las ho-
jas de plantulas de tabaco, chile, tomate y frijol.
Después de inocular el primer virus lavese las ma-
nos con agua y jabén para eliminar el virus. Colo-
que las plantulas inoculadas en el invemadero y
observe el desarrollo de sintomas a los 7 — 14 dias
después de la inoculacién. Discuta los resultados.
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