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LABORATORIO ECOLOGIA DE MICROORGANISMOS

LA ECOLOGIA MICROBIANA se desarrolla como un area de especializacion dentro
del campo de la microbiologia a partir de la década del sesenta. Para esa época el
hombre reconoce el rol esencial que desempefian los microorganismos en aquellos
procesos que regulan o afectan la homeostasis en un ecosistema (ej. reciclaje de
nutrientes, la biodegradacion de contaminantes y la biomagnificacion de materiales
téxicos).

.. membranas y sus &cidos grasos
... componentes intracelulares

... acidos deoxiribonucleicos
... estructuras y morfologia
... ribosomas

... metabolismo

... proteinas

... ambiente

ADP & Pi =5 ATP
®

El estudio de la ecologia de los microorganismos dependera del
grado de entendimiento de las condiciones ambientales
particular-res del héabitat y de las poblaciones microbianas
presentes en el lugar.

Durante este periodo, se reconoce que los problemas ambientales no pueden ser
analizados como fendmenos circunscritos a fronteras ambientales rigidas vy
arbitrarias (ej. ambiente acuatico, ambiente terrestre) ni como problemas inherentes a



determinadas poblaciones. Estamos convencidos hoy dia de que el estudio de dichos
problemas requiere de un analisis interrogador que nos permita descubrir la amplia
gama de interrelaciones que se dan entre los organismos vivos y su ambiente
(factores bidticos y abidticos). Sélo asi lograremos un entendimiento cabal del
funcionamiento de los ecosistemas. Es desde esa perspectiva que surge la Ecologia
Microbiana como nueva disciplina cientifica.

La ecologia microbiana se caracteriza por avances significativos hacia un mejor
entendimiento de los principios fundamentales que rigen la estructura y funcién de
ecosistemas acuaticos, marinos y terrestres. [Este manual tiene como objetivo
presentar aspectos teoricos y practicos de metodologias disponibles para el estudio
de comunidades microbianas y sus habitats.



PRIMERA PARTE

EL METODO CIENTIFICO, ESTADISTICAS Y
ECOLOGIA

EL METODO CIENTIFICO es un proceso integral gue depende de una planificacion
cuidadosa, de observaciones, asi como de la toma sisteméatica de datos.

La planificacion experimental debe considerar los tipos de analisis necesarios para
interpretar y validar resultados, y conclusiones. Una de las etapas principales es la
formulacion de hipotesis que puedan ser evaluadas por el método cientifico. Esta
fase es el fundamento para la designacidon de procedimientos experimentales,
muchos de ellos, métodos que han sido previamente utilizados, asi como en ciertas
ocasiones, el desarrollo o adaptacion de nuevas tecnologias. Los procedimientos
experimentales, con sus debidos controles, generan datos que sirven para evaluar
criticamente la hipotesis. Analisis estadisticos son utiles, durante esta fase, pues
permite establecer grados de confianza durante la interpretacion de datos.

Todo proceso de investigacion suele dirigir hacia la postulaciéon de nuevas preguntas
y experimentacion. Ademas, en ocasiones resulta en nuevos descubrimientos que
no estaban en el plan original. Finalmente, el proceso cientifico concluye parcialmente
con el reporte de los datos, usualmente, en la redaccion de un articulo(s) en revistas
cientificas o presentando los resultados en conferencias y/o afiches en congresos
cientificos. Durante esta etapa, la comunidad cientifica tiene la oportunidad de



informarse, asi como de participar en la reflexion critica de las observaciones y
métodos presentados:

En el método cientifico, se postula una hipétesis basada en la informacion
disponible. Esta hipétesis debe ser probada, por lo cual, experimentos se disefian
para auscultar nueva informacion y contestar la hipotesis propuesta. De lo contrario,
se rechaza la hip6tesis y se procede a postular una nueva hipotesis revisada.

Hipotesis

A/

Experimentacion

Grupo Grupo
Control | Experimental

Observaciones

Nueva
Hipotesis

Revision

Reproducibilidad

Datos Apoyan | Datos no Apoyan
Hipotesis Hipotesis
1
Rechazar
Hipdtesis

Los tipos de datos a obtener son criterios importantes para el disefio experimental.
Algunos datos, conocidos como variables independientes, estan bajo el control del
investigador; otro tipo de datos, conocidos como variables dependientes, no estan
bajo dominio del investigador y se obtienen realizando observaciones. Durante la
experimentacion es deseable manipular una variable independiente y observar su
efecto en uno o varias variables dependientes.



Datos obtenidos de réplicas experimentales usualmente pueden ser representados
por la tendencia central de datos. Esto puede ser determinado calculando la mediana,
moda y/o promedio de los resultados:

mediana punto de la distribucion de datos sobre o bajo el cual se
encuentran la mitad de los datos

moda valor de datos que ocurre en mayor frecuencia

promedio  sumatoria de todos los datos (valores) dividido por el total de
numero de datos

En ocasiones, grupos de datos suelen contener valores que son cercanos al valor
promedio mientras que otros puntos pueden estar mas dispersos, por lo tanto, es
importante describir el grado de dispersion de los datos. La forma mas simple es
determinar la amplitud o rango (diferencia entre el valor mayor y minimo). Este valor
provee una rapida descripcion del grado de variabilidad de los datos.

Una medida cuantitativa para medir el grado de dispersién de datos es definido por la
varianza:

varianza sumatoria del cuadrado de las desviaciones del promedio
dividido por el tamafio de la muestra menos uno
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n-1
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varianza

= sumatoria

valor numérico de un dato
promedio

= tamafo de la muestra
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donde n - 1, representa el grado de libertad definido como el nimero de valores
gue son permisibles a variar después que ciertas restricciones han sido
definidas para la data...

La desviacion estandar describe el grado de dispersion dentro de un grupo de datos
(cuantitativamente describe dispersién):

D =5’
sSpD= desviacion estandar
g2 = varianza



Si las muestras son colectadas repetidamente y el promedio es calculado para cada
grupo de datos en forma individual, entonces habr4 una distribucién de los
promedios. El error estdndar del promedio se puede calcular para describir la
distribucion de esos promedios calculados individualmente:

D
E==
Jn

SE = error estandar
D = desviacion estandar
N = ndmero de datos

La evaluacion de una hipétesis depende en gran medida de la habilidad a comparar
resultados observados con resultados esperados. Frecuentemente es deseable
determinar si un resultado observado es significativamente diferente de un resultado
esperado. Estas determinaciones pueden ser estadisticamente calculadas
comparando el promedio de grupos experimentales y grupos controles. La
significancia del andlisis esta basada en la probabilidad de que los resultados
observados (grupo experimental) sean debido a la naturaleza de la variabilidad de la
poblacién.

» Pruebas estadisticas de significancia:

Ho = hipétesis nula (no existen diferencias entre grupos control y
experimental)

Ha = hipotesis alterna (de existir diferencias significativas entre
grupos control y experimental)

» Establecer niveles de significancia (a) o la probabilidad de que un error se
cometa rechazando la hipétesis nula cuando en realidad es cierta.
Generalmente en experimentacion biolégica a = 0.05 (el investigador tiene
95% de confianza de que la Hp no sera rechazada).

» Tipos de error:

Tipo | Hgp es errbneamente rechazada (de mayor preocupacion
en microbiologia debido a que usualmente se desean
establecer diferencias entre grupos control vy
experimental)

Tipo Il error en no rechazar Hg

Entre las pruebas estadisticas comzunmente utilizadas para determinar la validez de
hipétesis se encuentran pruebat, x (chi cuadrado), ANOVA vy otras.



Otros estudios en microbiologia van dirigidos a determinar relaciones entre dos
variables. El coeficiente de correlacion puede ser calculado para expresar
cuantitativamente el grado de relacién entre dos variables son relacionadas (este
valor fluctia entre +1 a -1). Un coeficiente de correlacion (r) que se acerca a -1
expresa una relacion negativa (mientras una variable aumenta, la segunda disminuye
proporcionalmente), mientras que cuando r se acerca a +1, esta sugiere una relacion
positiva (ambas variables aumentan en valor proporcionalmente).

r=1.0 r=0.8 r=0.6

r=0.0 r=-04 =-1.0

Diagramas que demuestran varios grados de correlacion entre dos variables.

En otras ocasiones es necesario determinar si existe una relacion entre dos
variables. Calcular y definir matematicamente la relacion entre dos variables permite
obtener mayor poder de prediccién de una variable si el valor de la segunda es
conocido. Esto se logra realizando un analisis de regresion donde la pendiente de la
curva representa el coeficiente de regresion y donde este analisis trata de minimizar
la varianza a un maximo.



PRIMERA PARTE

DESTREZAS BASICAS PARA EL CULTIVO Y MANEJO
DE MICROORGANISMOS

PROCEDIMIENTOS ESTANDARES para el cultivo, aislacion y caracterizacion de
microorganismos:

Disefio y preparacién de medios de cultivo (para mas detalles refiérase a Atlas
y Parks 1993)

i. Selectivos medio disefiado para promover el crecimiento de un tipo
de microorganismo en preferencia sobre otros

ii. Diferenciales medio donde el crecimiento de un grupo en particular de
microorganismos crece con una apariencia visible
distintiva

ii. Enriquecimientos medio liquido de cultivo que resulta en el aumento de un
tipo de microorganismo sobre otros tipos de organismos
presentes

Transferencial/estriados:

i. Seleccion de colonias
ii. Diluciones en serie



Muestra

Incubar

Y &
Monitoreo

Micro-Macro-Nutrientes

Estrategias de manejo de microorganismos dependientes de crecimiento

Preservacion de cultivos:

En ocasiones es necesario mantener, de forma prolongada, cultivos puros.
Usualmente cultivos en medios liquidos o sélidos pierden viabilidad en un espacio de
varias semanas a pocos meses. Por lo tanto, para el almacenaje de cultivos a largo
plazo es necesario recurrir a otros métodos que permitan mantener estos cultivos
viables. Esta tarea no es simple debido al hecho de que diferentes poblaciones
poseen diferentes adaptaciones, y requerimientos nutricionales y ambientales. A
continuacion se describen dos estrategias que trabajan muy eficientemente para una
gran gama de microorganismaos:

Almacenaje en glicerol, Transferir una alicuota del cultivo en fase
exponencial a tubo estéril y concentrar por centrifugacién, lavar
células con solucién de sales minerales (SSM), resuspender células
en SSM con 15-20% glicerol en tubos de almacenaje, congelar cultivos
rapidamente en bafio de hielo seco, y almacenar a -20°C. Para
recobrar el cultivo, simplemente toque asépticamente con su aguja de
inoculacion la parte superior de su cultivo congelado y estrie sobre un
medio sélido apropiado.

Almacenaje en suelo, Transferir una alicuota del cultivo en fase
exponencial a tubo estéril y concentrar por centrifugacién, lavar
células con solucién de sales minerales (SSM), resuspender células
en SSM e inocular suelo estéril; puede almacenar a temperatura
ambiente por muchos afios. El tipo de suelo debe ser bajo en materia
organica, pH neutral y matriz heterogénea. Para recobrar el cultivo



toque asépticamente con su aguja de inoculacion la parte superior de
su cultivo en suelo y estrie sobre un medio sélido apropiado.

Microscopia:

El microscopio es aquel instrumento que magnifica el tamafio de un objeto y que
permite observar objetos muy pequefos para ser visibles al ojo humano. Con la
ayuda del mismo podemos observar y estudiar microorganismos provenientes de
diferentes ambientes. Debido a la gran diversidad de tipos de microscopios y
aplicaciones, la seleccién del mismo va a depender del tamafio del objeto, grado de
detalle necesario, naturaleza de especimen y el propésito principal de las
observaciones. Entre los microscopios de mayor utlidad en el estudio de
microorganismos se encuentran microscopios de luz, fluorescencia, fase, electrénico
y confocal.

Tincién:

Contraste es necesario para discernir entre un objeto y su medio, asi como para
poder visualizar ultraestructuras. En ocasiones, cuando utilizamos el microscopio de
luz es necesario mejorar el contraste entre el especimen y su medio. Esto se puede
lograr utilizando tintes como cristal violeta y safranina en procedimientos tales como
tincién simple (positiva o negativa) o diferencial (ej. tincibn Gram). Entre otras
aplicaciones de tinciébn deberemos reconocer su uso para la observacion de
estructuras celulares, tales como la presencia de endosporas, cipsulas y flagelos.

FORMA
@ °
(-]
(0] N ()
Puntiforme Circular Filamentoso Irregular Rizoide Espigar
ELEVACION
Plano Elevado Convexo Pulvinado Umbonado Umbilicoide
MARGEN
Entero Ondulado Lobular Erodado Filamentoso Rizado

Elementos morfoldgicos utilizados para la descripcién de colonias: forma,

elevacion y margenes.



PRIMERA PARTE

METODOS DE MUESTREO

PARA EL ESTUDIO COMPRENSIVO de los roles microbianos en un ambiente en
particular es usualmente necesario recolectar muestras representativas. El objetivo
de muestrear es obtener porciones de suficiente material para transportarlo
convenientemente al laboratorio, mientras que mantiene y representa el material del
ambiente del cual proviene. Por lo tanto, procedimientos de muestreo y sus equipos
son componentes importantes del programa de investigacion.

e Seleccion de estaciones

i. Requiere de estudios preliminares y descripcion general del
ambiente (ej. un ambiente acuatico: profundidad, tipo de
sedimentos, etc.)

ii. Lugares escogidos deberan ser representativos de las diferentes
zonas del area de estudio (ej. ambientes homogéneos vs.
gradientes)

 NUmero de muestras

i. En términos practicos depende de la habilidad para manejar las
muestras en un tiempo razonable; precision estadistica vs. tiempo
y esfuerzo necesario para la recoleccion y procesamiento de
muestras



ii. Suficiente volumen para analisis

ii. Muestras representativas pueden ser obtenidas conbinando varias
muestras durante un periodo de tiempo o conbinando varias
muestras de diferentes puntos de muestreo

* Frecuencia de muestreo

i. Depende del objetivo del trabajo

Tipos de muestra

 Simples representan un lugar y tiempo

e Compuestas mezcla de muestras simples de un lugar recolectadas a
diferentes tiempos

e Integradas combinacién de muestras simples de varios lugares de
muestreo

Cantidad y preservacion

» Cantidad de muestra: 2-L para la mayoria de andlisis quimicos; almacenar
diferentes muestras en diferentes envases para analisis quimicos,
microbioldgicos y examinacion microscépica

* Preservacion: depende de la naturaleza de la muestra, retardar
degradacion quimica o biologica (Tabla 1):

v Refrigeracién (4°C to -20°C)
v Acidificacion (H2S0O4, HNO3, pH<2)
v' Filtracion

» Tiempo de almacenamiento varia con tipo de prueba

Consideraciones generales

« Utilizar equipos que no sean hechos de algun material toxico a los
microorganismos y que éstos puedan ser esterilizado

» Las muestras deben ser manejadas de forma tal que no se deterioren o
contaminen antes del andlisis

* Tomar muestras del lugar de forma precisa y con un minimo o ninguna
contaminacion

* Lugar de operacién del equipo debe ser aceptable

e Seguridad



Tabla 1: Recipientes requeridos, técnicas de preservacién y tiempos de
almacenaje para andlisis quimico-fisico del ambiente.

Tiempo maximo de
2

Parametro Preservativo’ almacenaje
Alcalinidad Refrigerar 1 a 4°C 14 dias
Amonia Refrigerar 1 a 4°Cy HpSOg 28 dias

pH<2
Cloruros No Requiere 28 dias
Conductividad Refrigerar 1 a 4°C 28 dias
Demanda Bioquimica de Refrigerar 1 a 4°C 48 horas
Oxigeno
Demanda Quimica de Oxigeno Refrigerar 1 a 4°Cy H2SOyg 28 dias

pH<2
Fosfato Total Refrigerar 1 a 4°Cy H2SOg 28 dias

pH<2
Dureza HNO3 pH<2 § H2SO4 pH<2 6 meses
Metales HNO3 pH<2 6 meses
Nitrato Refrigerar 1 a 4°C 48 horas
Nitrito Refrigerar 1 a 4°C 48 horas
Sulfato Refrigerar 1 a 4°C 28 dias
Ortofosfatos Filtrar y refrigerar 1 a 4°C 48 horas
Oxigeno Disuelto No Requiere Analice al momento
pH No requiere Analice al momento
Temperatura No Requiere Analice al momento

1 .z . . .
Preservacion de muestras debe ser realizado inmediatamente.

2 - - . .
Las muestras deben ser analizadas lo antes posible. Los tiempos sugeridos
representan tiempos maximos a los cuales los analisis se consideran aun validos. Es

posible que algunas muestras no sean estables por el periodo recomendado.



