PROTOCOLOS DE PRACTICAS DE LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA EXPERIMENTAL FACULTAD DE QUIMICA

PRACTICA: ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD MICROBIANA EN UN
MICROAMBIENTE.

OBJETIVOS
Mediante el empleo de una columna de Winogradsky, el estudiante lograra:

e Aplicar e interpretar los conocimientos de las diferentes técnicas utlizadas para la
caracterizacion de microorganismos.

o Diferenciar los grupos microbianos presentes en un microambiente.
Comparar los microorganismos que crecen a lo largo de la columna en diferentes tiempos.

o Relacionar la diversidad microbiana presente en un microambiente con algunas de sus
caracteristicas fisiolégicas.

e Explicar las causas que originan la sucesion de microorganismos observada.

INTRODUCCION.

A diferencia de los estudios realizados por Luis Pasteur y Roberto Koch sobre cultivos puros, dos
famosos microbidlogos: Sergei N. Winogradsky (1856-1953) y Martinus Willem Beijerinck (1851-
1931), fueron los primeros en estudiar las relaciones entre diferentes tipos de microorganismos en un
mismo habitat.

El estudio de las comunidades microbianas en condiciones de laboratorio puede realizarse facilmente
en una columna de Winogradsky, la cual simula un microecosistema o microambiente que ilustra
cdmo los microorganismos ocupan microespacios altamente especificos de acuerdo con sus
necesidades vitales, tales como: requerimientos de carbono, energia y oxigeno, asi como la
interdependencia, de forma tal que la actividad metabdlica de un microorganismo posibilita el
crecimiento de otros y viceversa. Estas columnas, que llevan el nombre del microbidlogo ruso que las
utilizé por primera vez, son sistemas completamente autoreciclables.

Las columnas de Winogradsky se preparan con muestras de suelo colectadas en ambientes
himedos, las cuales son enriquecidas con compuestos organicos e inorganicos y finalmente son
expuestas a una fuente de luz natural. En ellas se observa que después de 3 6 4 semanas de
incubacién aumenta la cantidad de los distintos tipos de microorganismos, mismos que de acuerdo
con sus caracteristicas fisiolégicas se establecen en las diferentes zonas a lo largo de la columna, lo
gue se conoce como sucesion. De esta forma, el resultado es una columna estratificada (zonas de
diferente color) tanto en el suelo como en el agua, donde cada estrato se relaciona con un proceso
guimico-biolégico.

En la zona inferior de lodos se desarrollan organismos fermentadores que producen alcohol y acidos
grasos como subproductos de su metabolismo. Estos productos de "desecho" constituyen el sustrato
para el desarrollo de bacterias reductoras de sulfato, las cuales como resultado de su metabolismo
liberan sulfuros que difunden a la zona superior oxigenada creando un gradiente en el que se
desarrollan bacterias fotosintéticas que utilizan el azufre.

Por encima de esta zona pueden desarrollarse las bacterias pUrpura que no utilizan el azufre y que
obtienen su energia de reacciones luminosas, pero que emplean acidos organicos como fuente de
carbono para su sintesis celular.

Finalmente, en la zona aerobia crecen las Cianobacterias y algas las cuales como producto de su
metabolismo liberan oxigeno. También pueden crecer bacterias que oxidan compuestos del azufre y
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del nitrdgeno hasta sulfatos y nitratos respectivamente. Todos estos grupos sintetizan su materia
orgéanica a partir del CO..

ACTIVIDADES GENERALES.

1. Preparar una columna de Winogradsky.

2. Tomar muestras a distintos niveles de la columna para describir las variaciones en la
composicion microbiana a diferentes tiempos.

3. Relacionar la sucesion microbiana que se establece en la columna con los requerimientos
de carbono, energia, oxigeno y metabolismo a lo largo del tiempo, durante 5 semanas.

4. Integrar los resultados obtenidos en los diferentes tiempos del muestreo.

PREPARACION DE LA COLUMNA.
MATERIALES
Por grupo:
e 4.09. de cada una de las siguientes sales minerales:
CaCO; (o cascara pulverizada de un huevo)
CaSO,
CaHPO,

Por mesa:

e 1 balanza granataria.
e 1 recipiente alto de boca ancha, de paredes trasparentes, rectas y sin bordes.

Que deben tener los alumnos por mesa:

e 300 a 500g de muestra de suelo o barro de un arroyo, lago, pantano o costa de mar o rio
(sedimento superficial o subsuperficial).

1 500 mL de agua de estanque, rio o asequia.

1 yema de huevo cocido.

3 tornillos o clavos de hierro.

Papel periédico finamente cortado.

3 m de corddén de nylon o hilo cafiamo.

8 portaobjetos con muesca en uno de los extremos.

1 varilla de vidrio de aprox. 20 cm.

1 espatula.

METODO

1. Colectar una cantidad de suelo, lodo o barro ricos en materia organica. Remover las piedras,
ramas o particulas grandes del material en estudio.

2. Adicionar al suelo 1 g de cada una de las sales, el papel finamente cortado y el huevo
desmenuzado. Mezclar hasta homogenizar completamente.

3. Colocar la mezcla en un recipiente adecuado hasta ocupar 1/3 del volumen total. Compactar
el suelo con la ayuda de una espétula a fin de eliminar las burbujas de aire (Fig. 1)
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4.

10.

11.

Afadir la muestra de agua al suelo hasta llegar a una altura de aproximadamente de 3 a5 cm
abajo del borde. Tener cuidado de no resuspender la muestra compactada, para ello inclinar la
botella y resbalar el agua lentamente por las paredes.

Agitar la solucién con una varilla de vidrio para eliminar burbujas de aire (Fig 1).

Registrar el aspecto final de la columna (color del sedimento y del liquido).

Tomar 8 portaobjetos y hacerles unas muescas (Fig. 2A). Sobre ellas amarrar un extremo del
hilo cafiamo de tal forma que se pueda jalar el portaobjetos con el otro extremo (figura 2B).
Colocar los 8 portaobjetos en una posicion vertical a diferentes niveles, cuatro sobre el
sustrato inclinados contra la pared del recipiente dejando que el extremo de hilo suelto quede
suspendido fuera de la botella y cuatro en los primeros 10 cm de la superficie. (Fig. 2C).
Colocar dos clavos (uno galvanizado y uno no galvanizado) al fondo, sobre el sustrato
amarrados de un hilo.

Marcar el nivel de agua y cubrir la boca de la botella con el plastico auto adherible. Hacer
algunas perforaciones para reducir la evaporacion. Puede ser necesario reponer agua para
mantener el nivel original.

Incubar a temperatura ambiente (25 a 30°C) cerca de una ventana para que reciba
iluminacion.

AIRE

AGUA

SUELO

FIGURA 1. Forma de montar la columna de Winogradsky.

4

2A. Portaobjetos 2B. Portaobjetos 2C. Forma en que deben
con muesca con hilo cafiamo colocarse los portabobjetos
dentro de la columna

FIGURA 2. Secuencia de pasos para colocar los portaobjetos con muesca en la columna de

Winogradsky
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OBSERVACION DE MICROORGANISMOS PRESENTES EN LA COLUMNA

PRIMERA SEMANA DE INCUBACION

Material

Por mesa:

1 juego de frascos goteros con los siguientes reactivos colorantes:

Azul de metileno (1:10000)

Verde de Janus (1:3000)

Verde de metilo (1:10000)

Rojo neutro (1:10000).

Solucién de Ringers y de Noland’s

Por equipo:

2 pipetas graduadas de 5 6 10 mL.

1 pinzas largas de punta roma.

1 microscopio.

1 frasco gotero con aceite de inmersion.

1 juego de colorantes de Gram.

1 juego de colorantes vitales y para tincién simple.

Por los alumnos por mesa:

¢ 1 marcador indeleble
¢ 8 portaobjetos con y sin muesca
e 8 cubreobjetos
e 2 mecheros
e 2 propipetas.
e 2asas
e 1 piseta
Método

1. Observar la columnay registrar, en el cuadro 1, los cambios fisicos producidos con respecto al
aspecto inicial.

2. Remover dos portaobjetos (uno de la superficie y otro del fondo). Dado que los
microorganismos pueden colonizar ambos lados de los portaobjetos, es necesario limpiar una
de sus caras; observar los microorganismos sin tefiir con los objetivos de 10X y 40X.
Posteriormente fijar con alcohol-acido acético (8:2) durante 5 minutos a temperatura ambiente
y tefiir con azul de metileno o safranina. Observar con el objetivo de inmersién, esquematizar
o fotografiar los microorganismos observados y registrar en el cuadro 2. Puede ser necesario
modificar las técnicas de fijacion y coloracién dependiendo del tiempo transcurrido. Recordar
gue las bacterias son los primeros organismos en colonizar los portaobjetos, seguidos por las
algas, los protozoarios y algunos invertebrados.

3. Reemplazar los portaobjetos muestreados por unos nuevos.

4. Tomar muestras de los diferentes niveles de la columna, con una pipeta de vidrio, iniciando en

la superficie y terminando en la zona méas profunda. Limpiar la superficie de la pipeta con un
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algoddén impregnado con una solucion desinfectante y colocar la muestra en un tubo de
ensaye no estéril.

5. Hacer al menos 2 preparaciones de cada una de las muestras. Tener cuidado de enjuagar la
pipeta con agua corriente entre las distintas tomas de muestra. Al finalizar depositarla en el
pipetero.

6. Realizar de cada muestra una preparacion himeda y una fija y tefiida.

a) Preparaciones humedas: Colocar una gota de muestra en un portaobjetos y colocar un
cubreobjetos. Observar el tipo y la abundancia de los diferentes microorganismos, asi
como su movilidad. Se recomienda este tipo de preparacion sin tefiir cuando las
muestras proceden de la zona aerébica o superior, donde se encuentran con mayor
probabilidad algas, protozoarios y cianobacterias. En la segunda preparacion colocar la
muestra, agregar una gota de algun colorante vital y colocar el cubreobjetos.

b) Preparaciones fijas y tefiidas: Tomar una gota de muestra y realizar un frotis, tefiir con
Gram o con tincion simple. Observar al microscopio.

7. Registrar y esquematizar en el cuadro 2 los distintos tipos de microorganismos observados.

OBSERVACION DE MICROORGANISMOS PRESENTES EN LA COLUMNA

SEGUNDA SEMANA DE INCUBACION (y subsecuentes)

MATERIALES
Por mesa:

e Se ocuparan los mismos materiales indicados en la segunda sesion.

Por los alumnos por mesa (esterilizar para la siguiente clase):

e 1 tubo de 16 X 150 con 9 mL de solucién salina isoténica (SSI).

METODO

1. A partir de la segunda semana de incubacién, repetir el procedimiento indicado en los incisos
1 a 3 indicados en la primera semana.

2. Registrar y esquematizar los cambios fisicos de la columna, asi como los distintos tipos de
microorganismos (emplear copias de los cuadros 1y 2).

3. Comparar los esquemas e identificar los cambios fisicos que tienen lugar en la columna a lo
largo del tiempo y describir la sucesion de los microorganismos.

REGISTRO DE RESULTADOS
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CUADRO 1. Observaciones fisicas de la columna de Winogradsky durante 5 semanas de

incubacion.
Semana | Zona de la| Observaciones (sedimentacion, color uniforme o presencia
columna de bandas, formacion de burbujas, olor caracteristico*, etc.)
| i
| D
| i
| i
| [j

*por ejemplo olor a huevo podrido, etc.

CUADRO 2. Observaciones microscopicas de las primeras tres semanas de incubacion de la

columna de Winogradsky.
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Requerimientos de Zona de la Tipo de Morfologia Tincién de Esquemas”
Oxigeno Columna organismos Gram*
observados
— —
v e
Zona
aerobia
Zona
anaerobia
v v

'Sélo bacterias.
’se pueden poner Unicamente los nimeros de las imagenes y por separado colocar los esquemas o fotos de los organismos
observados.

DISCUSION E INTEGRACION DE RESULTADOS.

Comparar los resultados de los microorganismos observados a diferentes tiempos y niveles de la
columna. Discutir con respecto a:

e (Se observa el mismo tipo de microorganismos? ¢En qué zonas y a qué tiempo de
incubacién se observa la mayor cantidad y diversidad de protozoos, algas, bacterias
grampositivas y gramnegativas?

e ¢ Qué requerimientos de oxigeno presentaron los microorganismos desarrollados?

Con la informacién anterior, trazar una linea de tiempo en la que se relacionen los requerimientos de

oxigeno determinados con la zona de la columna de la cual procede la muestra, el color desarrollado
y el tiempo de incubacion.

ANEXO 1. GUIA PARA LA INTERPRETACION DE LA DIVERSIDAD Y SUCESION MICROBIANA
EN UNA COLUMNA DE WINOGRADSKY
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Después de cuatro a seis semanas de la preparacion de la columna, se establecen tres tipos de
ambientes: el anaerobio, el microaerofilico y el aerobio, en donde se desarrollan comunidades
bacterianas especificas (Fig. 5), organizadas en tres diferentes zonas a lo largo de la columna:

Zona anaero6bica

Se localiza en el fondo de la columna en donde crecen dos tipos de organismos: los que fermentan la
materia organica y los que realizan la respiracion anaerobia, ambos descomponen la materia
organica y dan lugar a la formacién de acidos organicos, alcoholes y H,.

La fermentacién es un proceso en el que los compuestos organicos son degradados de forma
incompleta (por ejemplo, las levaduras fermentan los azlcares a alcohol). La respiracion anaerdbica
es un proceso en el que los sustratos organicos son completamente degradados a CO,, usando una
sustancia distinta del oxigeno como aceptor terminal de electrones (por ejemplo, nitratos o iones
sulfato).

El nivel méas bajo de esta zona se caracteriza por formar un ambiente con alta concentracién de H,S,
aparecen varios grupos diferentes de bacterias: por ejemplo, dependiendo del tipo de barro utilizado,
encontramos bacterias del género Amoebacter, bacterias purpura del azufre portadoras de vesiculas
de gas, las cuales aparecen formando una banda de color rosado.

En esta misma zona, en condiciones estrictamente anaerobias al cabo de unas semanas, y utilizando
la carga de celulosa aportada por los restos de papel incorporados en el sedimento como fuente
primaria para su metabolismo, aparecen las bacterias del género Clostridium. Todas las especies de
este género son anaerobias estrictas porque, aunque sus esporas pueden sobrevivir en condiciones
aerobias, las células vegetativas mueren si estdn expuestas al oxigeno. Por eso no empiezan a
crecer hasta que éste desaparece del sedimento. Estas bacterias degradan la celulosa a glucosa y, a
continuacion, fermenta la glucosa para obtener la energia que necesitan, produciendo una serie de
compuestos organicos simples (etanol, acido acético, acido succinico, etc.) como productos finales de
esa fermentacion.

Un poco por encima, las bacterias reductoras del azufre (representadas por Desulfovibrio) se
visualizan como una profunda capa negra. Estas pueden utilizar los subproductos de la fermentacion
para su respiracion anaerobia, usando sulfato, u otras formas parcialmente oxidadas de azufre como
el tiosulfato, generando grandes cantidades de H,S en el proceso. Este H,S reaccionara con
cualquier hierro presente en el sedimento, produciendo sulfuro ferroso, que da color negro. Es por
esto que los sedimentos acuaticos son frecuentemente negros.

Zona microaerofila

No todo el H,S es utilizado, ciertas cantidades se difunden hacia arriba a lo largo de la columna de
agua y son utilizados por otros organismos que crecen en las zonas superiores.

Este crecimiento se visualiza bajo la forma de dos bandas estrechas, brillantemente coloreadas,
inmediatamente por encima del sedimento: en una primera franja, las bacterias verdes del azufre
(como Chlorobium) procesan los sulfatos a azufre y aparecen en una franja verdosa. En otras zonas
cercanas, bacterias como Gallionella procesan el Hierro formando una capa negra que se forma
justamente por debajo de la anterior. Un poco mas arriba, algo mas alejadas por tanto de las altas
concentraciones de sulfhidrico se desarrolla una zona de bacterias parpuras del azufre, como
Chromatium, caracterizada por su color rojo-parpura. Estas bacterias del azufre, verdes y purpuras,
obtienen energia de las reacciones luminosas y producen sus materiales celulares a partir de CO,. En
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gran medida, de manera muy similar a como lo hacen las plantas aunque, sin embargo, hay una
diferencia esencial: no producen oxigeno durante la fotosintesis porque no utlizan H,O como
elemento reductor sino H,S.

Un poco por encima de esta zona nos encontramos una banda de bacterias purpuras no del azufre,
microorganismos anaerobios fotoorganétrofos que sélo pueden realizar la fotosintesis en presencia
de una fuente de carbono orgéanico, por ejemplo Rhodospirillum y Rhodopseudomonas, que adquiere
un color rojo-anaranjado. Su mayor o menor abundancia dependera de la cantidad de sulfhidrico que
se haya producido y de la cantidad que, no haya sido utilizada por otros organismos, difunda hacia
arriba, ya que su presencia inhibe a estas bacterias.

Zona aerobia

La parte superior de la columna de agua puede contener abundantes poblaciones de bacterias de
diferentes tipos. Son organismos aerobios que se encuentran generalmente en los habitats acuéticos
ricos en materia organica (estanques poco profundos, arroyos contaminados, etc.). Suelen ser
flagelados o ciliados (protozoarios), lo que les permite moverse y establecerse en nuevas areas.
Puede desarrollarse también microorganismos fototréficos diferentes procedentes directamente del
agua o del barro utilizado originalmente en el montaje de la columna. La superficie del barro puede
presentar en esta zona un ligero color castafio. Esta es la parte de la columna mas rica en oxigeno y
mas pobre en azufre.

Sin embargo, también aqui llegaran por difusion, procedentes del barro de zonas inferiores, ciertas
cantidades de H,S que sera oxidado a sulfato por bacterias que oxidan azufre (como Beggiatoa y
Thiobacillus). Estas bacterias obtienen energia oxidando el H,S a azufre elemental y sintetizan su
propia materia organica a partir de CO,. Por esto se les llama quimioautotrofas.

En las zonas superiores pueden crecer también cianobacterias fotosintéticas, lo que se visualizaria
cdmo un tapete de césped de color verde. Estas bacterias se caracterizan por ser las Unicas que
realizan una fotosintesis similar a la de las plantas. De hecho, hay poderosas evidencias de que los
cloroplastos de las plantas proceden de cianobacterias ancestrales que se establecieron como
simbiontes dentro de células de algun eucariota primitivo. De forma paralela hay también evidencias
igualmente fuertes de que las mitocondrias de los eucariotas actuales se derivaron de bacterias
purpuras ancestrales por un similar sistema de endosimbiosis.
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Columna de Winogradskoy
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Figura 5. Guia para la observacion e interpretacion de la columna de Winogradsky.
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