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Resumen: en este prdctico se recolectardn muestras de tubo digestivo de lombrices de
tierra encontradas en el parque da la Fundaciéon Miguel Lillo, con el objetivo de extraer
microorganismos. Se realizaran diluciones sucesivas en agua estéril y diluciones del
macerado de tubo digestivo. Se procederd a sembrar en medios generales y selectivos,
con ansa por estriado y con espatula de Drigaldsky por extensiéon en superficie.
Posteriormente se incubaran y se realizard aislamiento a cultivo puro. También se
conservaran estas cepas para el siguiente practico.

Palabras clave: Siembra de cultivos. Medios generales y selectivos. Aislamiento.
Cultivo puro. Conservacion de cepas. Anélidos. Lombrices. Tubo digestivo.

OBJETIVOS

e Hacer disecciones de lombrices de tierra, reconocer y extraer el tugo digestivo.

e Realizar cultivos de la flora de microorganismos que habitan en el tubo
digestivo.

e Utilizar el material preparado en practicos anteriores.

e Aprender las técnicas basicas del estudio de la microbiologia aplicada en
animales invertebrados.

e Lograr cultivos puros de algunas cepas y con un buen trabajo en esterilidad.

MATERIAL DE LABORATORIO

Cajas de Petri y tubos de ensayo acondicionados con medios de cultivo
(preparados en el practico 2), agua destilada estéril, tubos de ensayo estériles, cdmara
de siembra, mechero, ansa, espatula de Drigaldsky, jeringas estériles, bisturi, tijera y
estufa de cultivo.
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DESARROLLO
Recoleccidon de muestra

En este practico utilizaremos como muestra el tubo digestivo de alguna especie
de lombriz de tierra encontrada en el jardin de la Fundacién Miguel Lillo.

Para ello se realizara la identificacidn del ejemplar segun claves y posteriormente
una diseccidon para la extraccion del tubo digestivo y procesamiento del mismo en el
laboratorio para la extraccién de la flora bacteriana.

Procesamiento del material

Los animales que seran procesados serdn identificados previamente y colocados
en la heladera a 7°C a fin de provocar la disminucidn del metabolismo o la inactividad,
que permita la diseccion con un menor nivel de stress para el animal sin necesidad de
utilizar drogas anestésicas.

Una vez inmovilizados se realiza un corte en la zona ventral, de
aproximadamente 15 segmentos de longitud contados a partir del clitelo, lo que
permite exponer el tubo digestivo para realizar los cortes, disecando una seccion de 10
segmentos de largo contados a partir del clitelo hacia la parte posterior del cuerpo.

Figura 1. Ubicacidn y extension del corte Figura 2. Diseccion con el intestino extraido.
realizado en la parte ventral del cuerpo de
los ejemplares a estudiar.
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Suspension en agua estéril

Una vez obtenido el tubo digestivo, se macera y se resuspende en 10 ml de agua
destilada (realizar todo en maxima esterilidad), mezclar bien y comenzar a realizar
diluciones sucesivas, aproximadamente 5 veces.

Pasos

e Macerar el tubo digestivo y resuspender en 10 ml de agua destilada estéril
(Tubo 1).

e Extraer 1ml del tubo 1y resuspenderlo en 9 ml de agua destilada estéril en el
tubo 2.

e Extraer 1 ml del tubo 2 y resuspenderlo en 9 ml de agua destilada estéril del
tubo 3.

e Extraer 1 ml del tubo 3 y resuspenderlo en 9 ml de agua destilada estéril del
tubo 4.

e Extraer 1 ml del tubo 4 y resuspenderlo en 9 ml de agua destilada estéril del
tubo 5.

2

1

Figura 3. Diluciones sucesivas del macerado de tubo digestivo.

Aislamiento de microrganismos

Luego de obtener todas las diluciones se realizara el aislamiento de cada una de
las cepas en medio solido general (Agar nutritivo).

e Meétodos generales
Técnicas de sembrado

1) Siembra por estrias en superficie: Se realiza en caja de Petri previamente
acondicionada con medio solidificado horizontalmente. Se utiliza el ansa
previamente esterilizada, se toma el cultivo heterogéneo y se descarga en
la superficie del medio formando unas estrias. Con este método se puede
conseguir una buena separacion de las colonias y posteriormente un facil
aislado.
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Se puede realizar de varias formas:

a) Al comienzo descargar la mayor cantidad posible de material, luego se
continda la estria. Cuando se quieren obtener colonias muy separadas
se pueden utilizar varias cajas, para lo cual se repite la operacién sin
tomar con el ansa nuevo material.

b) Se puede dividir la caja en cuatro cuadrantes, una vez depositado el
material en el primero, siguiendo el sentido de las agujas del reloj, se
hace una estria luego en el segundo, tercero y cuarto cuadrante sin
cargar nuevamente el ansa, en el Ultimo cuadrante se encontraran las
colonias mas aisladas.

c) El aislado se extiende sobre una pequefia zona de la placa, préoxima al
borde, se esteriliza el ansa y se traza otra estria a partir del depdsito y
asi sucesivamente hasta cinco veces.

Figura 4. Esquema de los diferentes tipos de siembra por estrias en superficie.

Siembra por diluciéon: se toman tres tubos de ensayo con medio
agarificado (puede incluir mas repeticiones), los cuales se funden a bafio
Maria (45 °C), levandolos ha estado liquido. Se toma el material a aislar y se
siembra en el primer tubo, se agita bien; luego se toma de este tubo una
alicuota y se siembra en el siguiente tubo, se repite de igual manera en el
tercer tubo. Luego se vierte el contenido de cada tubo en diferentes cajas
de Petri previamente esterilizadas (cada tubo en una caja diferente), se
deja solidificar y se incuba en estufa.
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Figura 5. Esquema secuencia siembra por dilucion.
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3) Siembra por extension en superficie: se coloca una gota del material a
aislar en el centro de una caja de Petri, previamente acondicionada con
medio sélido, a continuacién se extiende por toda la superficie con la
espatula de Drigalsky.

Espétula de Drigalsky

Figura 6. Esquema siembra por extension en superficie.

4) Siembra en tubos de ensayo: los tubos de ensayo son los menos usados
para aislamiento por que ofrecen poca superficie de siembra, lo que
dificulta en gran medida la separacién de las colonias y la extracciéon de las
mismas. Se emplea en aislamiento con medios especificos donde otras
especies no crecen o lo hacen lentamente o para conservar colonias puras.

a. Por estria: se utilizan tubos de ensayo con medio solidificado en pico de
flauta, para asi aumentar la superficie de siembra. Con el ansa se toma
el material a sembrar y se lo introduce en el fondo del mismo, luego se
hace una estria desde el fondo hacia arriba en toda la superficie.

d. Por picadura o puncién: con una aguja se toma el material que se quiere
sembrar y se lo introduce en el tubo, con medio solidificado en forma
vertical, formando una canal de puncién. A lo largo de ese canal se
desarrollaran los microorganismos y segun lo hagan en la parte superior
o inferior de tubo, se esta indicando su comportamiento frente al
requerimiento de oxigeno.
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Aguja de Puncién
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Figura 7. Grafico de siembra en tubo de ensayo: a.- Por estria y b.- Por picadura o puncion.

Métodos especiales

Estos métodos permiten separar a los microorganismos de acuerdo a sus
propiedades fisioldgicas y bioquimicas.

1)

2)

3)

4)

5)

Resistencia al calor: se calienta el material en estudio a 80 °C durante 10
minutos y luego se siembra e incuba. Solo se desarrollaran los
microorganismos esporuladados que soportan altas temperaturas.

Temperatura di genésicas: son las temperaturas éptimas de desarrollo de
los microorganismos, de modo que incubando lo sembrado a una
determinada temperatura se favorece el desarrollo de aquellos que sean:

Psicrofilos: bajas temperaturas.
Mesdfilos: temperatura media.
Termofilos o Termo resistentes: altas temperaturas.

Desplazamiento natural: se siembra en el agua de condensacion de tubos
con medio solidificado en pico de flauta y se incuba en posicidn vertical. Las
bacterias moviles se desarrollaran ascendiendo por el medio, mientras que
las inmoviles lo hardn en los alrededores del agua de condensacion.

Medios selectivos: estos medios permiten Unicamente el desarrollo de
ciertas especies de bacterias, las demas no prosperan debido a la presencia
en dichos medios de sustancias que actian en formas bacteriostaticas o
inhibidoras de las mismas.

Cultivos monocitogenéticos: en estos casos, se realiza el aislamiento de
una sola célula (por ejemplo: levadura), con el empleo de microscopio

68



Reduca (Biologia). Serie Microbiologia. 5 (5): 63-70, 2012.
ISSN: 1989-3620

Optico y micromanipuladores, a partir de la cual se tiene la certeza de
obtener un cultivo homogéneo, con igual material genético.

e |Incubacion

Para la multiplicacidon de los microorganismos aislados, luego de la siembra, es
necesario la permanecia de los mismos a una temperatura 6ptima de
multiplicacién y en un tiempo conveniente. Para ello se utiliza la estufa de
cultivo (horno de Pasteur), estos equipos estan disefiados con una doble pared
gue evita la pérdida de calor y un cierre hermético, lo cual permite mantener
constante la temperatura interna. Ademds consta con orificios de ventilacidn
para renovar el aire interno de la estufa y eliminar los desprendimientos
gaseosos de los cultivos.

Recuerde siempre colocar de manera ordenada el material en la estufa para
evitar complicaciones, los tubos de ensayo de manera vertical, bien tapados y
las cajas de Petri en forma invertida a fin de evitar que el agua de condensacién
gue se forma en la tapa caiga sobre el cultivo.

e Mantenimiento de los aislados

El aislamiento total de la cepa puede llevar varios pasos de siembra y también
combinacidn de varios métodos hasta conseguir el cultivo puro.

Para ello se realizan: repiques o trasplantes, los cual consiste en colocar al
microorganismo ya aislado o en vias de aislacion en un nuevo medio de cultivo

a fin de conservarlo a través del tiempo, lo que permitira realizar diferentes
estudios.

ACTIVIDADES PRACTICAS

Realice la recoleccidon de lombrices a estudiar en el Jardin de la Fundacion Miguel
Lillo. Una vez en el laboratorio identifique los ejemplares y elija una especie para el
estudio de la microflora.

A continuacién preceda a realizar el procesamiento del material, segin esta
detallado en la cartilla del trabajo practico.

Elija y justifique que método utiliza para el aislamiento.

Seleccione solamente una cepa y realice un cultivo puro, el cual serda sometido a
pruebas bioquimicas para su identificacidn en el siguiente practico.
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