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PROGRAMA DEL CURSO DE MICROBIOLOGIA

1. Objetivos:
Aspectos generales del programa
Laasignaturaintroduce alosaumnos en lacomprension delos principal es procesos biol égicosrealiza-
dos por los microorganismos en la naturaleza, su participacion en las transformaciones de la materia orgé&
nicay mineral, en laobtencion de energia, enlaconservacién del ambientey en lasinteracciones biol 6gicas
gue potencian su actividad.

Aspectos especificos ddl programa
Se pretende que el alumno sea capaz de:
Interpretar |os principal es procesos biol bgicos relacionados a la produccién agropecuaria en bosques,
praderas, silos, alimentosy en el tratamientos de residuos organicos.
» Emplear las técnicas més usuales para el maneo de los microorganismos
* Manifestar una actitud critica en las actividades del curso, interpretando resultados de experiencias
propiasy delabibliografia

2. Contenido tedrico

Tema 1- EI mundo microbiano. Microorganismos: su distribucién, evolucion y funciones en ecosistemas
naturales. Células pro y eucariotas. Bacterias, arquebacterias, eucariotas. Estructura, morfologia, relaciones
evolutivas.

Tema 2- Nutricion microbiana. Auto y hetrotrofia. Fuentes de C, N, S, P, factores de crecimiento, para los
microorganismos. Medios de cultivo, esterilizacion y desinfeccién. Siembray aislamiento. Cultivos puros.

Tema 3- M etabolismo bioener gético. Estrategias bi oenergéticas en microorganismos: respiraciones, fermen-
tacionesy fotosintesis. Fundamentos y aplicaciones.

Tema 4- Aplicaciones de las fermentaciones lactica y alcohdlica. Ensilados, henilgje. Bacterias lacticas y
sus aplicaciones en leche y derivados. Las levadurasy sus aplicaciones.

Tema 5- Crecimiento de microorganismos unicelulares: factores que lo afectan y métodos de evaluacion.
Curvas de crecimiento. Influenciadel ambiente fisico y quimico en el crecimiento

Tema 6- Genética de procariotas: transferencia horizontal y vertical de genes. Transformacion, transduccion
y conjugacion. Aplicaciones. Los bacteriéfagos: cicloslitico y lisogénico. Consecuencias paralacélulay para
laevolucion.

Tema 7- Caracterizaciéon de los microorganismos: criterios taxondmicos. Aproximaciones fenotipicas y
filogenéticas en bacterias.

Tema 8- L os microor ganismos eucariotas. algas, protozoos y hongos. Caracteres morfol dgicos, fisiol 6gicos
y taxonémicos. Distribucion y rol en la naturaleza. Aplicaciones biotecnol 6gicas.

Tema 9- Ecologia microbiana: Efecto del ambiente sobre la actividad microbiana. Técnicas de estudio,
indicadores biol6gicos. biomasa microbiana, enzimas, grupos microbianos, estudios genéticos. Interacciones
de los microorganismos con las plantas.



Tema 10- Ciclos biolgicos de los elementos. procesos de mineralizaci on-inmovilizacién; oxido-reduccion;
fijacion-volatilizacion; precipitacion-solubilizacion. Entradas y salidas de los elementos en ecosistemas natu-
rales.

Tema 11- Ciclo biol6gico del carbono: entradasy salidas del elemento de los ecosistemas. Fijacién del CO2,
mineralizacion de sustancias organicas de origen animal, vegetal y microbiano. Sustancias recalcitrantes.
Humificacion

Tema 12- Ciclos biologicos del nitrogeno y del azufre. Entradas y salidas de |os ecosistemas. Procesos de
oxido reduccion: nitrificacion, sulfooxidacion, denitrificacion, sulfatoreduccion. Ciclos internos: biomasa
microbiana.

Tema 13- Fijacion bioldgica del nitr 6geno. Procesoy susrequerimientos. Fijacion industrial. Lanitrogenasa
y su proteccién frente al oxigeno. Fijacion por diazotrofos autotrofosy heterétrofos en vidalibre, asociadosala
rizosferay simbiéticos. Aplicaciones agrondmicas. inoculacion.

Tema 14- Biodegradacion de residuos organicos. Polucién y sustancias xenobidticas. Procesos aerobios:
compostgje. Residuos a compostar, correcciones a efectuar, evaluacion del proceso. Procesos anaerobios:
metanogénesis. Microflora actuante, bacterias metanogénicas. Aplicaciones agronémicas.

Tema 15- Ciclos biolégicos del fosforo y el hierro. Micorrizas: ectomicorrizas y endomicorrizas del tipo
arbuscular. Interacciones entre los hongos y las raices. Cultivo y formulacién de inoculantes. Mangjo de la
simbiosis.

Tema 16- Interacciones microbianas. Neutralismo. Sinergismos: comensalismo, protocooperacion
(mutualismo), simbiosis. Antagonismos: competencia, amensalismo, predacién, parasitismo. Funcion en los
ecosistemas. Inoculacion.

Tema 17- Control biol6gico de microor ganismosfitopatdgenos. Uso de microorganismaos como promotores
del crecimiento vegetal en formadirecta por procesos de mineralizacion, fijacion, oxido-reduccion, liberacion
de sustancias del tipo fitohormonas; indirectamente por control bioldgico por microorganismos antagonistas.
Aplicaciones.

Tema 18- Otras aplicaciones de la microbiologia. Sustancias quimioterapéuticas (antibioéticos), busqueda,
seleccidn, resistencias. Biorremediacién. Interacciones con animales: microbiologia del rumen.

3- Contenido del préctico

Objetivos:
»  Adquirir destrezas en laexperimentaci on biol gicay en técnicas que mejoran laproducci 6n agropecuaria
» Estudiar algin proceso microbiano en ecosistemas naturales

Contenidos

1- El laboratorio de microbiologia. EQuiposy sus usos. Areas de trabajo. Asepsia.

2- Medios de cultivo. Clasificacion segun la naturaeza fisica, su complejidad, su uso en el laboratorio
(generaes, selectivos, diferenciales). Preparacion de medios de cultivo.

3- Egerilizacion: métodos fisicosy quimicos. Test de esterilidad.

4- Siembray aislamiento. Tipos de sembra. Aislamiento por agotamiento y por enriquecimiento previo.
Obtencién de cultivos puros a partir de materiales naturales: suelo, leche, alimentos, etc.

5- Identificacion de los microorganismos. Caracteres culturales, morfol6gicos, tintoriales. Citologia y
morfologia de bacterias. Coloraciones.



6- I dentificacion de los microor ganismos: caracteres bioguimicosy genéticos

7- Nutricion y metabolismo bioener gético

8- Aplicaciones de las fermentaciones lactica y alcohdlica: ensilgje, henilgje. Leche y derivados. Las
levaduras 'y sus aplicaciones.

9- Evaluacion del crecimiento microbiano. Recuentos de microor ganismos. totales en cAmaras, viables
(en cgjas de Petri, en medio liquido (NMP), en plantas).

10- Efecto del ambientefisico y quimico sobrelos microor ganismos

11- Citologiay morfologia de los hongos

12- Ecologia microbiana. Conceptos, técnicas de evaluacion de actividad microbiol 6gica

13- Ciclos biolégicos de los elementos. Procesos microbiol 6gicos en |os distintos ciclos.

14- Ciclo biologico del carbono: biodegradacion de sustancias naturalesy xenobidticas

15- Ciclosdel nitrogenoy del azufre: comparacion procesos microbianos en ambos ciclos

16- Micorrizas. observacién de ecto y endomicorrizas arbuscul ares. Posibilidades de cultivo del endofito e

inoculacion.

17- Fijacion bioldgica del nitr 6geno. Aislamiento de diazotrofos de vida libre, asociados alarizosferay
simbidticas: Azotobacter, rhizobio. Otras simbiosis: Frankia-no leguminosa, Azolla-Anabaena

18- Fijacion bioldgica del nitr 6geno. Morfologia de los aislamientos. Rhizobios en vidalibrey en nédulos
(bacteroides). Seleccion de cepas e inoculacion de semillas de leguminosas: simpley por pildorizacion.
Aplicaciones.

19- Biodegradacion de residuos sdlidos. compostaje y metanogénesis. Aplicaciones.

20- I nter acciones entre microor ganismos. Microorganismos promotores del crecimiento vegetal. Control
biolégico.

4- M etodologia

El curso serealizard en clases tedricas (dos por semanade 1 horay 15 min cada una), clases précticas
(3 por semana de 2 horas cada una) y seminarios a cargo de los alumnos (uno a final del curso) en
grupos de 5 estudiantes por tema.

Total: 66 horas.

5- Evaluacion
Se efectuar a una evaluacion parcial (60 puntos) y se evaluaré con 20 puntos la presentacion del
seminario, mas 20 puntos un cuestionario sobre los temas de los seminarios presentados. Total:
100 puntos. Se aprueba con 51 puntos.
Se aplicara la reglamentacion vigente con bonificaciones.

6 Bibliografia

* Curso de Microbiologia. Disponible en Internet: www.fagro.edu.uy/microbiologia
* Lecturas recomendadas:

Microbiologia gener al: numerosos textos, entre ellos:
Frioni, 2006. Microbiologia Basica, ambiental y agricola.
Brock, Microbiologia, 1974, 1991, 1992
Prescott and Barnet Microbiologia, 1999
Davieset a, 1978 Tratado de Microbiologia
Jawetz, 1980 Microbiologia Médica
Stanier et a, 1976, 1988 El mundo de |os microbios
Pelczar y Reid, Microbiologia



Microbiologia Aplicada
Frioni, 2006. Microbiologia Basica, ambiental y agricola
Alexander, M. 1985 Introduccién alaMicrobiologia del Suelo
Dommergues, Mangenot, 1970 Ecologie Microbienne du Sol
Frioni, L. 1990 Ecologia microbiana del suelo
Frioni, L. 1999 Procesos microbianos, tomos| y |l
Vincent, J. M. 1975 Manual préctico de rhizobiologia
Articul os recomendados para seminarios y temas especificos

7- Integrantes del grupo docente
Lillian Frioni (Prof. Titular, DT)
Stella Reginensi (Prof. Adjunto, 20 horas)
Andrea Rodriguez (Ayudante, 40 horas)
Lucia Sanjurjo (Ayudante, 20 horas).
Gabriela Pagliano (Asistente, 30 hs)
Docente en la Regiona Norte: Alexandra Bozzo (Ayudante, 40 horas).



Practico 1
EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

1) Normas basicas de seguridad

Esta prohibido, comer, beber, fumar, tomar mate y cambiarse lentes de contacto.

No es aconsgjable pipetear con la boca.

Deben lavarse las manos antes de salir del |aboratorio y cadavez que se maneje material supuestamen
te contaminado.

Debe trabajarse en | as técnicas de sembrado sin hablar, evitando la creacién de aerosoles.

Deben usarse lentes de seguridad, cuando sea necesario proteger lacarade salpicaduras, luz UV y otras
radiaciones .

El laboratorio debe mantenerse ordenado y limpio.

Las superficies de trabajo deben limpiarse y descontaminarse con desinfectantes antesy al final del
trabajo, como en los casos de volcarse material.

Todo material contaminado se debe desechar luego de ser esterilizado.

Todos los accidentes 0 vuel cos de material deben ser comunicados al docente encargado de grupo.
Aseglrese de quetodas|lascanillasy llavesde gas, asi como todos | os aparatos el éctricos en su mesade
trabajo sean apagados antes de abandonar el laboratorio.

Antes de guardar su microscopio, asegurese que los lentes queden limpios de aceite de inmersién.
Trabajar en la zona estéril generada por mecheros de gas o cabinas de flujo laminar

Rotular todos los cultivos con los que se trabaja

2) Areasdetrabajo en el laboratorio de microbiologia

Es conveniente gque existan areas separadas o claramente designadas para | as siguientes actividades:
recepcion y amacenamiento de muestras: suelos, aguas, alimentos, etc.

preparacion de las muestras para su andisis
areas analiticas diferenciadas. esterilizacion, cultivo (estufas), microscopia, cultivo de plantas, andlisis
de &cidos nucléicos, etc.
areas de apoyo (preparacion de medios de cultivo y reactivos, esterilizacion y descontaminacion, almace
namiento, lavado de material, etc.)

minimizar la apertura de puertas y ventanas durante la realizacion de |os ensayos

3) Equipos

Refrigeradores (2 a4°C y congeladores hasta—70°C)

Cabinade flujo laminar, para asegurar la esterilidad en la zona de trabgjo

Autoclave, para esterilizar el material y los medios de cultivo

Estufas de incubacion (28-37°C para microorganismos mesofilos, més alta para termofilos)
Homogeneizador de muestras el éctrico, con agitadores magnétcos, se usan en la preparacion de medios
de cultivo, soluciones, etc.

Centrifugas de baja velocidad y de alta velocidad refrigeradas

Ultracentrifugas, utilizadas en bacteriologia pero muy Utiles en virologia

Bario Maria, para descongelar reactivos, mantener fundido de agar, realizar incubaciones



« Balanzas: de diferente precisién (0,19, 0,001g), anditicay digitales

* pH-metros, Utiles en la preparacion de medios de cultivo

» Microscopios para observar la morfologia bacteriana. Optico con aumentos de unos 1000X, fluorescen
te, de contrate de fase, electrénico (1nm de poder separador) de transmisién y de barrido

¢ Cuenta colonias, pararecuento de colonias

» Liofilizador, aparato utilizado para conservar cultivos microbianos, vegetales, etc. por repetidos ciclos
de congelamiento y vacio

Cabinasdeflujo laminar Estufas de cultivo

Autoclave

Este equipo de esterilizacion, utilizavapor de aguaapresion aunatemperaturade 121°C (1 atmdsfera sobre
la normal) o méas segin aumente la presiéon. El vapor de agua penetra facilmente en los materiales, 1o que
asegura unadestruccion de toda vida microbiana, incluyendo las endosporas bacterianas, altamente resi stentes.
Luego de cargar €l equipo y antes de cerrar lavavula, se debe asegurar su purga, es decir, la eliminacién del
aire yaque las mezclas de vapor de aguay aire, alcanzan menos temperatura.

Autoclave



Microscopia
1. Partes de un microscopio éptico compuesto

Hass

2. Manegjoy uso del microscopio optico

1

L] L] L] :h

Cologue la preparacion sobre la platina sujetandola con el dispositivo mévil. Compruebe previamente
que €l objetivo de menor aumento estd en posicion de empleo

Cologue €l objetivo de 10 aumentos (x10) y enfoque:

Acerque a méaximo lalente del objetivo ala preparacion, empleando el tornillo macrométrico. No
haga esta operacién mirando por el ocular, pues correria el riesgo de golpear la preparacion con €l
objetivo

Suba €l tubo lentamente con €l tornillo macrométrico observando por el ocular hasta que obtenga un
enfoque nitido

Pase a objetivo de 40 aumentos (x40). Suba ligeramente el condensador. La imagen debe estar cas
enfocada: afine el foco con el tornillo micrométrico. Si laimagen no esté enfocada, es preferible volver
aun enfoque con el objetivo de x10. El objetivo de x40 trabajamuy cercade la preparaciony por ello es
susceptible de dos tipos de accidentes: caer sobre la preparacion y romperla, por gemplo cuando se usa
el tornillo macrométrico, o0 mancharse con aceite de inmersion si se observa una preparacion ya usada
con este Ultimo

Empleo del objetivo de inmersion:

Gire el revdlver hacia el objetivo de inmersion dejandolo a medio camino entre éste y el de x40
Coloque una gota minima de aceite de inmersién sobre € punto de luz

Termine de girar suavemente el revolver hasta la posicién del objetivo de inmersion, asegurandose de
gue éste no toque la preparacidn pero si la gota de aceite

Enfoque cui dadosamente con el micrométrico. Lapreparacion deberiaestar practicamente enfocadasi se
harealizado un enfoque cuidadoso con €l objetivo de x40. Deno ser asi, es preferible volver aenfocar de
nuevo un campo distinto partiendo del objetivo de x10

Una vez que haya puesto aceite de inmersién sobre la preparacion, ya no puede volver a colocar €l
objetivo de x40 sobre ese campo, pues correria el riesgo de mancharlo de aceite. Por tanto, si desea
enfocar otro campo, deberetirar el objetivo de inmersion girando el revélver hacia el objetivo de menor
aumento (x10), seleccionando otro campo y empezando a enfocar desde este Ultimo.

Nuncaretire la preparacién con el objetivo de inmersion en posicidn de observacion

Retire la preparacion y limpie el objetivo de inmersion cuidadosamente empleando un papel especia
para éptica. Compruebe también que el objetivo de x40 esta perfectamente limpio



L os microscopios de este tipo generalmente producen un aumento de 1000 veces el tamafio original .

Laimagen formada por el objetivo esfinalmente aumentadapor el ocular. El aumento total de un microsco-
pio es el producto del aumento del objetivo y de su ocular. El microscopio compuesto es capaz de conseguir
aumentos considerablemente mayores que el microscopio construido con una sola lente. Este Ultimo, [lamado
microscopio simple, se usa principal mente como lupasy cristales de aumento.

Otra propiedad importante de un microscopio es su poder separador, que esla capacidad de mostrar distin-
tosy separados dos puntos muy cercanos. Cuanto mayor sea el poder separador, mayor seraladefinicion de un
objeto.

El poder separador de un microscopio compuesto depende de lalongitud de onda utilizaday de una pro-
piedad dptica de la lente conocida como apertura numérica. Aplicando todo esto ala practica, la resolucion
puede aumentarse de tres formas. El método més facil es el de aumentar el angulo de incidencia de la luz,
alterando la posicién y/o el disefio del condensador. Segundo, €l indice refractivo puede ser aumentado al
maximo usando lentes fabricadas especialmente y controlando € medio através del cua laluz vigia, usando
aceite deinmersion, es decir, con las lentes disefiadas para este prop6sito (100x).

El tercer método es disminuir lalongitud de onda de luz usada.

Actividades practicas

» Recorridapor lelaboratorio de Microbiologiay reconocimiento de las principales areas de trabajo y uso
de los equipos més frecuentes

» Microscopia: Observacion y descripcién de preparados en lupay microscopio optico

Preparado: Observaciones:

Preguntas
1. Qué caracteristicas presenta un laboratorio de Microbiol ogia?

2. Cudles son las consideraciones que hacen a este laboratorio diferente a otros que hayas cursados durante
la carrera (Quimica, Bioquimica)

3. Qué es un microorganismo?

4. Escribe e hombre de 5 microorganismos que conozcas



8.

0.

Escribe el nombre de algiin microorganismo patdgeno y la enfermedad que producen.

Describe. ¢Qué tipos de microscopio existen, en que se fundamenta cada uno de ellosy cua es su utili-
dad?

Qué tipo es el microscopio que utilizaras en el laboratorio de Microbiologia?.
Esquematiza sus partes y menciona cual eslafuncion de cada unade ellas

Qué se entiende por poder separador y de qué depende?

10.Qué es, cud es su funcidny en qué objetivos se usa el aceite de inmersién?
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Practico 2
MEDIOSDE CULTIVO

Los medios de cultivo son una mezcla equilibrada de nutrientes que en concentraciones adecuadas y con
condiciones fisicas 6ptimas permiten un buen crecimiento de |os microorganismos. Contienen agua, una base
mineral; fuente de carbono, nitrégeno y azufre; micronutrientes, aimésfera adecuada y los factores de creci-
miento necesarios.

Clasificacion de los medios de cultivos

Estado fisico Composicién quimica Por su uso en €l laboratorio
1. Liquido 1. Sintético ( quimicamente definido)| 1. Bésicos
2. Semisdlido 2. No sintético o complegjo 2. Enriquecidos
(0,2 %agar) (no quimicamente definido), con
peptonas, extracto de levadura,
de suelos, etc .
3.S04lido (2%agar) 3. Selectivos

4. Diferenciaes

5. Otros: para crecimiento anaerobio,
paraidentificacion, para ensayos

microbiol gicos de vitaminas,
aminoécidos, para recuentos, para manteni-
miento

Compuestos mas utilizados en los medios de cultivo

Agua

Agar (para solidificar los medios liquidos)

Hidrolizados de proteinas (peptonas)

Sustancias enriquecedoras (sangre, suero)

Agentes selectivos (col orantes, metal es pesados, sales biliares)

Extractos (levadura, carne)

Carbohidratos

Sales minerales

Indicadores de pH

Soluciones amortiguadoras (tampones)

Factores de crecimiento: sustancias orgénicas que el microorganismo no es capaz de sintetizar. Ejem
plo: vitaminas, bases puricas y pirimidicas, aminoacidos esenciaes, que es necesario agregar alos
medios.

RROONOOAWNE
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Preparacion de medios de cultivo

Algunos de los medios de cultivo se preparan a partir de medios comerciales deshidratados y otros a partir
de cada uno de los ingredientes que figuran en su férmula.

A continuacion se dan instrucciones generales para la preparacion de medios de cultivo.

Procedimiento para la preparacion de un medio de cultivo:

A.

1-

Liquidos
Leer atentamente la composicion quimica del medio de cultivo a preparar y pesar la cantidad necesaria
de cada componente, seguin el volumen de medio de cultivo a preparar.
Disolver losingredientes del medio en el volumen requerido de aguadestilada, agitando el recipiente con
una varilla de vidrio o barra magnética
Llevar a volumen final en recipientes adecuados
Medir el pH (pH-metro o papel adecuado) y gjustar en caso hecesario con soluciones de NaOH o HCI
diluidos
Tapar con algoddn y papel € recipiente
Esterilizar a121°C durante 20 minutos en autoclave, si |os componentes del mismo no son termol abiles
Efectuar un test de esterilidad: Incubar a 37°C durante 24 horas una muestra del medio. No deben desa-
rrollarse microorganismos

Nota: los medios liquidos pueden repartirse en tubos de ensayo (5 mL en cada uno) o fraccionarlo en
matraces, frascos, botellas, que puedan esterilizarse

B.

1-

4-

5-

Sélidos
Los medios liquidos se convierten en solidos al agregarle un solidificante. En general seusael agar-agar,
hidrato de carbono altamente polimerizado extraido de algas marinasy gque es poco atacado por lamayo-
riade los microorganismos. La gelatina, empleada en los comienzos de la Microbiologia, es hidrolizada
por muchos microorganismos. Se usatambién silico-gel obtenido a mezclar silicato de sodio con &cido
clorhidrico de densidades apropiadas.
Lacantidad de agar (en general 2%) se hidrata en un volumen pequefio de aguay seincorporaa medio
liquido. Si éste no debe subdividirse, el matraz se lleva @ autoclave, donde el agar funde. Si se debe
repartir en tubos, la mezcla de agar-medio debe calentarse en Bafio Maria o en horno microondas alos
efectos de homogeneizarlo. El agar funde a100°C y se solidifica debgjo de 45-50°C
Si se trata de preparar cajas de Petri, |os medios solidos en matraces deben fundirse previamente, para
colocar entre 15 a 20 mL de medio sobrefundido sobre la base de la cgja en cdmara de flujo laminar,
evitando formar burbujas. Tapar la placainmediatamente
Si el medio esta envasado en tubosy desea que a solidificar quedeinclinado, a salir del autoclave selos
deja solidificar en un dngulo de 20 o 30° sobre unavarilla de vidrio (agar inclinado o en pico de flauta)
Test de esterilidad: Incubar a 37°C durante 24 horas para efectuar la prueba de esterilidad del medio
contenido en tubos o en placas de Petri (invertidas). Aparicion de turbidez y/o coloniasindicafallasen el
proceso.
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Lamayorlade los medios de cultivo Medio liquido (a) y medio sdlido (b) 06n

estan disponibles comercialmente en polvo. agar antes de esterilizar.
Se pesay se hidrata en agua destilada.

Las placas con agar pueden presentar Placa con medio de cultivo solido
agua de condensaci 6n no deseada,

gue puede interferir con e crecimiento

de colonias de bacterias aisladas.

El tubo de laizquierdafue dispensado con un
medio solido en sobrefusion y puesto a solidi
ficar inclinado (pico de flauta). El tubo del
medio contiene un caldo nutritivo (liquido).
El tubo de la derecha contiene un medio de
cultivo solido (agar vertical)
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Segun la finalidad del medio de cultivo podemos encontrar distintostipos:

1) Medios basicos:

Son medios de propagacion que permiten € desarrollo de variostipos de microorgani smos heterétrofos. No
contienen inhibidores. Como ejemplos de medios nutritivos comunes tenemos el agar nutritivoy el caldo nutri-
tivo. Estos medios se pueden enriquecer con ciertos productos tales como sangre, yemade huevo, extractos de
levadura, de malta, de suelo, etc. parapermitir el crecimiento de microorgani Smos exigentes; tendriamos enton-
ces un medio de cultivo rico o enriquecido; €. agar-chocol ate.

También pueden contener indicadores paradiferenciar distintos tipos de microorgani smos por sus propieda-
des bioguimicas; tales medios se llamarian medios diferenciales, por el. agar lactosarojo fenol.

2) Medios selectivos o inhibitorios

Son medios que contienen ademas de los nutrientes, ciertas sustancias queinhiben €l desarrollo de algunos
microorganismos permitiendo el crecimiento de otros, por €. agar-cetrimide. Los mastipicos medios selectivos
son los que permiten el desarrollo de los microorganismos litétrofos (quimio o fotétrofos), por ejemplo: agua,
sales, CINH4 que permite el desarrollo de nitrificantes (oxidantes del amonio) en la oscuridad.

3) Mediosdiferenciales
Estos medios también pueden contener indicadores para diferenciar |os distintos tipos de microorganismos
que puedan crecer en €él; tal medio seria selectivo y diferencial, por €. agar, lactosa, rojo fenol, Mac Conkey,
Baird Parker, EMB, etc.
4) Otros
Dentro de los otros tipos de medios de cultivo podemos sefidlar:
a) medios de mantenimiento
b) medios paraidentificacion
¢) medios para ensayo microbioldgico de vitaminas y aminoacidos
d) medios para recuentos, etc.
Parareferirse a otras generalidades de los medios de cultivo, sus constituyentes, preparacion en €l laborato-
rio, control de calidad y almacenamiento se pueden consultar |os manuales de medios de cultivo comerciales.
Praéctico
Cada subgrupo preparard 250 mL. de los medios indicados en la mesada
A) medio para celuloliticos
B) medio para microfloraléctica
C) medio para aislamiento de rhizobios

D) agar Mc Conkey

»  Leer atentamente laférmulade los medios y calcular la cantidad de cada uno de |os componentes
guimicos.
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e Pesar en balanza digital sobre papel de aluminio

e Colocar los componentes en un matraz, agregar el agua destilada

* Medire pH

e Agregar € solidificante (agar-agar) en caso de medios solidos

»  Acondicionar parasu esterilizacion en el autoclave (20° a121°C)

*  Guardar en heladera hasta su uso

Preguntas

1. Definaun medio de cultivoy ¢, Para qué se utiliza?

2. ¢Quéese agar-agar? Mencionelaformade obtencidny su uso enlosmediosde cultivo. Brindanutrientes?
3. ¢Qué es un medio de cultivo sintético?

4, ;Cudl esladutilidad de los medios cultivo de acuerdo a su estado fisico?

5. Definalos medios de cultivo de acuerdo a su empleo en e laboratorio: de enriquecimiento, selectivoy

No

diferencial

¢Qué es un factor de crecimiento?

Escriba el nombre y férmula de algunas de | as sustancias quimicas que son utilizadas en los medios de
cultivo como fuente de: carbono, nitrégeno, fosforo y azufre.

Andicey clasifique |los siguientes medios de cultivo:

1 2 3 4

agua agua agua agua

sales minerales sales minerales sales minerales sales minerales

NHA4CI NH4Cl glucosa NH4CI
glucosa extracto de levadura glucosa

agar indicador de pH
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Practico 3 )
ESTERILIZACION

Se define como el proceso por el cua se eliminan todos los microorganismos incluidas las endosporas
bacterianas de cualquier objeto, superficie o medio, por remocién o muerte de éstos.
Técnicas de esterilizacion

M étodos fisicos

* Caor himedo: Vapor de agua a presion atmosférica (alrededor de 100°C) fraccionado en € tiempo
(tindalizacién) y vapor a mayor presién atmosférica (121°C) en autoclave

* Calor Seco: Flameado, incineracion (en el cono azul del mechero) y en estufas con aire caiente, 160-
180°C por 2 horas.
Filtracion: Laminas de ashesto, filtros bacteriol 6gicos (0,22-0,45 1), filtros para aire

*  Radiacion no ionizantes: Rayos ultravioleta: [&mparas para cmaras de siembra

Radiacién ionizante: Rayos gamma, rayos X y rayos cdsmicos (electrones de alta energia)

*

Agentes Quimicos
*  Gases, gemplo: 6xido de etileno, que pasa de liquido a vapor en autoclave (poco empleado por su alta
toxicidad

Agentes esterilizantes fisicos

Temperatura
A mayor temperatura, mayor accion letal. El proceso es afectado por el:
Tipo de microor ganismo: las células vegetativas en desarrollo son mucho mas susceptibles que las esporas.

Ambiente: el calor es més eficaz en medio &cidos que en acalino. La consistencia del material, acuoso o
viscoso, influye en lapenetracidn del agente. Las concentraciones altas de hidratos de carbono aumentan, por lo
general, laresistenciatérmicade |os organismos. La presencia de materia organi ca extrafia reduce notablemen-
te la eficacia de | os agentes quimi cos antimicrobianos por inactivarlos a por proteger al microorganismo.

Calor humedo en autoclave

Laaltatemperaturacombinadacon alto grado de humedad es uno de |os métodos mas ef ectivos paradestruir
microorganismos. El calor himedo mata a los microorgani smos porgue coagula sus proteinasy es mas rgpido
y efectivo que e calor seco que los destruye a oxidar a sus constituyentes quimicos. Asi, las esporas de
Clostridium botulinum son destruidas entre 4 a 20 minutos a 120°C con calor himedo, mientras que se necesi-
tan arededor de 2 horas de exposicién al calor seco.

El calor en formade vapor en saturaciony apresion es el agente mas préctico paraesterilizar yaque el vapor
apresion proporciona temperatura superioresalas que se obtienen apresién normal. Los autoclaves son ollas
apresion dondeseregulalapresiony el tiempo. En general su emplean aunapresién de vapor de unaatmosfera
por encima de la atmosférica, o que corresponde a una temperatura de 120°C. Para volimenes peguefios se
usan 20 minutos, si éstos son mayores se alarga el tiempo de exposicion.

No se pueden esterilizar en autoclave: sustancias que no se disuelven en aguano son penetradas por el vapor.
Sustancias termol abiles (muchas proteinas, vitaminas, algunos hidratos de carbono).
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Tindalizacion: se usa cuando las sustancias no pueden calentarse por encima de 100°C. Se cdienta €
material (leche, por jemplo) por mediahoradurante 3 dias consecutivos L as esporas germinarén en laincubacion
y en lasiguiente exposicion a calor las células vegetativas resultantes serén destruidas.

Calor seco (para materiales sdlidos estables a calor)

Horno Pasteur: para materiales de vidrio y otros solidos estables a calor (arena, suelos, rastrojos, etc).
Paramaterial esdevidrio delaboratorio se consideran suficientes dos horasa 160-180°C. Los materiales (pipetas,
vasos, cajas de Petri) deben envolverse de a grupos para evitar su recontaminacion.

Incineracion: Las ansas, puntas de bisturis, varillas de vidrio, etc. se calientan a la llama de mecheros
Bunsen. Se colocaprimero lapiezaen e cono amarilloy luego lentamente en el azul (mayor poder calorifico).
Se enfria cerca de lallama antes de su uso.

Otros usos de latemperatura

Pasteurizacion: laleche, mantecay ciertas bebidas alcohdlicas (cerveza, vino) se someten atratamientos
de calor controlado que solo matan a ciertos tipos de microorganismosy ho atodos : Laleche pasteurizada no
esta estéril, pero s libre de patdgenos y células viables. Resisten los esporulados y los terméfilos. Se usa
Mycobacterium tuberculosis que es uno de los microorganismos patdgenos mas resistentes en la leche y se
destruye en 15 minutos a 60°C. Se usan 63°C durante 30’ 0 72°C durante 15 segundos (rapida).

Control de esterilizacion por autoclave

-L—_l—'-

a) Autoclave

b) Cintas que cambian de color segin latemperaturay nos aseguran que se lleg6 alatemperatura deseada
de esterilizacion

¢) Ampollascon un microorganismo esporulado. Si sobrevive alaesterilizacion laampollacambiade color
por su desarrollo (esterilizacion incorrecta)

Preparacion del material para esterilizar

Un requisito indispensable en |os laboratorios de Microbiologia es que los materiales y medios de cultivo
utilizados estén estérilesy protegidos adecuadamente para conservar la esterilidad durante su almacenamiento.

En laesterilizacion por calor himedo es necesario envolver |os objetos en un material que permitael paso
del vapor de aguay que ademéas | os proteja posteriormente de la contaminacion ambiental (papel de aluminio).
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Procedimiento

. tubos de ensayo con agua destilada:
colocar 9 mL de agua en cada uno de 10 tubos
tapar con algoddn, siguiendo las instrucciones del docente
colocar los tubos en un recipiente termoresistente y protegerlos con papel
anotar los datos necesarios para laidentificacion del material

APONPE >

B. pipetas

1. introducir en e extremo superior un filtro de agoddn, detal maneraque € aire pase libremente através de é

2. flamear el extremo de |a pipeta para quemar el exceso de algodén

3. envolver con papel cada pipeta siguiendo las instrucciones indicadas por € docente

4. marcar el volumen de cada pipeta en la envoltura

5. tambi én pueden esterilizarse en grupos grandes en cilindros metalicos con tapa (no envolver cada una por
separado)

C. placasde Petrti

1. colocar las placas de Petri en grupos de 3, con latapa hacia abajo
2. envolverlas con papel siguiendo |as instrucciones indicadas

3. anotar si es necesario datos paraidentificacion del material

D. matraces
1. colocar cada matraz un tapén de algodon
2. cubrir €l tapdn con papel
3. etiquetar |os matraces con |0s datos necesarios para la identificacion del material

Radiaciones

A- lonizantes

Rayos gama: tienen muchaenergiay son emitidos por ciertosisotopos radiactivos como es el cobalto (Co
60), pero son dificiles de controlar ya que este isétopo emite constantemente rayos gama en todas direcciones.
L os materiales se pueden empaquetar y luego esterilizar.

Rayos catodicos (haz de electrones): se usan para esterilizar material quirdrgico, medicamentos y otros
materiales. Las radiaciones penetran las envolturas y actlian a temperatura ambiente.

B- Noionizantes

Luzultravioleta: Laporcion UV del espectroincluye aradiaciones desde 15 a390nm. Lasradiaciones con
longitudes de onda de 265nm son las de mayor efecto bactericida (200-295nm). Se usan en camaras de siembra,
en camaras de flujo laminar y para tratar superficies contaminadas en industrias de alimentos y leche. Posee
poca capacidad para penetrar lamateria por |o que sblo los microorgani smos que se encuentran en la superficie
de los objetos son susceptibles de ser destruidos.

Filtraciones

Algunos materiales como los liquidos biol gicos (suero de animales, soluciones de enzimas, algunas vita
minas y antibi6ticos) son termoldbiles. Cuando no se puede usar las radiaciones, se procede a la filtracion a
través de filtros capaces de retener alos microorganismos (por €l peguefio tamafio de los poros del filtro y en
parte por laadsorcion alas paredes del poro debido alacargaeléctricadel mismoy delosmicroorganismos. No
se puede tener certeza de retener alos virus.
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A-Filtrosde membrana

Son discos de ésteres de celulosa con poros peguefios que evitan €l paso de los microorganismos. Existen
distintos tipos de filtro dependiendo del tamarfio del por. Son deschables. Ademas de usarse en la esterilizacion
deliquidos se usan en el andlisis microbiol 6gico de aguas ya que concentran 10s microorgani smos exi stentes en
grandes volUmenes de agua.

B- Filtros HEPA (High Efficiency Particulate Air) esta compuesto por pliegues de acetate de celulosa que
retiene las particul as (incluidos los microorganismos) del aire que sale de campana de flujo laminar.

Agentes esterilizantes quimicos

1- Oxido deetileno: €l requisito esencial para un agente quimico esterilizante es que sea volétil, asi como
toxico para los microorganismos de manera que pueda ser facilmente eliminado del objeto esterilizado luego
del tratamiento. Normalmente se usa el 0xido de etileno, un liquido que hierve a10,7°Cy se usaen laindustria
paraesterilizar placas de Petri, jeringasy otros objetos de pléstico que se funden atemperaturas superioresalos
100°C. Debido a su ato poder de penetracion estos objetos se empaquetan primero y luego se esterilizan. El
oxido de etileno actlia inactivando enzimas y otras proteinas con grupos sulfhidrilos (R-SH) en reaccion de
alquilaciéon (R-S-CH2CH20-H).

2- Glutar aldehido: unasolucién acuosaa 2% presentaampliaactividad antimicrobiana. Es efectivo frente
avirus, células vegetativas y esporas de bacterias y hongos. Se usa en medicina para esterilizar instrumentos
Opticosy otros.

Preguntas
1) Concepto de esterilizacion:

2) Qué esy como se lleva a cabo la esterilizacion por calor himedo?

3) Esquematice un autoclave, indicando cuales son las partes que la conforman, asi como la funcion de
cadaunadeé€llas.

4) ¢Qué esy como se lleva a cabo la esterilizacion por calor seco?
5) Describalos siguientes métodos de €liminacién de microorganismos:
tindalizacion:
filtracion:
radiaciones:
por sustancias quimicas:
6) ¢Qué es una sustanciatermol&bil?y ¢Cémo se esteriliza?
7) ¢Quésignificaque unasustanciaes termorresistente?
8) Cdmo controla que un medio de cultivo liquido quedo estéril?

9) ¢Qué eslacintatestigo? ¢Paraqué se utiliza?

10) ¢Qué es una espora bacteriana? Cémo se esteriliza un cultivo esporulado?
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Practico 4
SIEMBRAY AISLAMIENTO

La técnica méas usada en el laboratorio de microbiologia es probablemente la transferencia de
microorganismos de un ambiente a otro con el propésito de cultivarlos. Una vez que € medio de cultivo estaq
debidamente preparado se procede ainocular la muestra deseada.

Siembra

Sembrar o inocular esintroducir artificialmente una porcion de lamuestra (inéculo) en un medio de cultivo
adecuado con € fin deiniciar un cultivo microbiano y se lleva acabo de diferentes metodol ogias de acuerdo a
fin que se persiga. Luego de sembrado, € medio de cultivo se incuba a una temperatura adecuada para el
crecimiento.

Dependiendo del estado fisico del medio de cultivo (liquido, solido o semisdlido) la siembra se puede
realizar con: ansa, punta, varilla de vidrio en dngulo, hisopo o pipeta estéril.

Ansa- Punta

Esterilizacion: Flameado del ansa

Cultivo en mediosliquidos: Se realiza en tubos o matraces. El crecimiento se visualiza
como enturbamiento, por formacion de velo o pelicula, o por sedimento.

Crecimiento: pelicula, sedimento,
enturbamiento, sin crecimiento
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Cultivos en medios sélidos
Puede efectuarse en tubos de ensayo 0 en cajas o placas de Petri.

a) Placas de Petri

La siembra puede realizarse en superficie o incorporada. Las técnicas mas comunes para la siembra de
bacterias aerobias son: la de las estrias en superficie y la técnica de diluciones. La primera es una técnica
cualitativa es muy sencillay requiere poco material, mientras que la segunda es cualitativay cuantitativa que
nos permite conocer tanto el tipo como el nimero de microorganismos en una muestra.

A continuacion se esquematizan las técnicas de siembra para €l desarrollo masivo de microorganismos o
para la obtencion de cultivos puros.

1. Siembra en superficie

Al inocular laplacadePetri, semidbralay mantengalatapainclinada por encimadel agar para proteger la
superficie contra contaminacién durante cada paso de laoperaci én de sembrado. Setomalamuestracon ansala
gue se esteriliza por flameado (incineracion) previamentey se enfria cercadel mechero. Setrazan lasestriasen
diferentes secciones de acuerdo a la técnica seleccionada (se recomienda flamear €l ansa entre cada seccién).
Trabajar en area estéril y al lado de un mechero.

Otro método de sembrar microorganismos requiere el uso de una varillade vidrio doblada en angulo (téc-
nica de siembra por bafado). Se deposita en la superficie del medio de cultivo 100uL de la muestraliquida
concentrada o previamente diluiday con lavarillade vidrio previamente esterilizada (con alcohol 70% e inci-
nerado y enfriado) se extiende el cultivo en diferentes direcciones.
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Procedimiento para sembrado en superficie en placa.

A) flamear ansa,

B) obtener asépticamente una ansada de indculo, i 7 A
C) sembrado del material sobre el medio de cultivo L : } &
estéril siguiendo |os patrones elegido. = a 7458 ¢
-
— P,
) A } ] -l:". i -..II..'\"'.
T "_;'_"'1:,

El aislamiento de las colonias en cultivos en placas de Petri se realiza luego de invertir las mismas y de
incubarlas de acuerdo alas exigencias de cada género en estudio

2- Siembra en inclusion (incor por ado)

Se coloca un volumen conocido (1mL) de distintas diluciones de la muestra si se desea sembrar para efec-
tuar recuentos de células viables, en el fondo de una caja de Petri estéril.

Sobre el indculo se agregan 20 mL de medio de cultivo fundido y termostatizado a 45°C. Se agitalaplaca,
moviéndola 4 veces en sentido horario, 4 en sentido antihorario, una vez de arriba a abgjo, una vez hacialos
costados y unavez en sentido antihorario.

Las placas se incuban invertidas, ya que la alta concentracion de agua en el medio puede provocar conden-
sacion durante laincubacién y si cae sobre la superficie del agar, se extiende dando un crecimiento confluente.

En medio solido cada célula viable dara origen a una coloniay por lo tanto la siembra en placas se puede
utilizar, no solo para cultivar microorganismos, sino ademés para contar y aislar.

En general cuando se quieren tener colonias aisladas a partir de un material determinado, es necesario diluir
lamuestra en tubos con suero fisiol 6gico estéril.
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b) Tubosde ensayo

1) Tubos con agar inclinado. Lainoculacion serealizaapartir de coloniasaisladasy se mueve el ansaola
punta suavemente sobre la superficie del agar con un movimiento en zig-zag desde el fondo hastalaparte
superior, cuidando de no dafiar €l agar.

2) Tubos con medio solido horizontal. Se siembran introduciendo una puntaen el centro del agar. También
se llama siembra por picadura evitando tocar el fondo.

3) Tubos con medios semisdlidos. Se inoculan por picaduray se emplean para estudiar de motilidad o
bioguimicosy para enriquecimiento de microorganismos microaerofilicos.

M étodo de inoculacion en tubo con agar inclinado.

A) flamear €l ansa,
B) obtener un indeulo,
C) sembrar en estrias en la superficie del pico de flauta (zig-zag).

Aidlamiento

El aidlamiento de microorganismos consi ste en obtener un solo tipo de los mismos a partir de una poblacion
mixta. En la naturaleza, los microorganismos se encuentran asociados, por 10 que se recurre a la técnica de
aislamiento para separarlos. Estas técnicas nos conducen a la obtencion de un cultivo puro o axénico, que es
aquel que contiene una sola especie microbiana. Los cultivos puros son tiles para identificar y estudiar las
caracteristicas de un microorganismo dado.
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Cuando el microorganismo que se deseaaislar eidentificar se encuentra en baja proporcién en lamuestra, o
interesa un solo tipo de microorganismo, se realiza un procedimiento previo, llamado enriquecimiento, que
involucra una primera etapa de aumento del nimero de microorganismos del tipo deseado en relacion al resto
de la poblacion. Luego se aisla por el método de estrias o por dilucion en la superficie de medio sdlidoy se
identifica.

Para aidar se utiliza alguno de | os siguientes procedi mientos:
a) aislamiento por estrias
b) aislamiento por dilucion

Aislamiento en placa por estrias
Existen distintas técnicas, el objeto es obtener colonias aisladas.

Aislamiento por dilucion en medio sdlido

Se emplean tanto € método de siembraincorporada como el de siembra en superficie. Suele ser necesario
diluir lamuestra. Para ello se puede preparar |as diluciones decimales en condiciones asépticas usando suero
fisiolodgico o agun otro diluyente. Lasiembraincorporadaserealizatal como se describi6 anteriormente. También
se pueden preparar |as diluciones directamente en tubos de agar fundido y termostatizado (20 mL) se agita por
rotacion entre las manosy se vierte en placas de Petri estériles.

Cultivo puro

A partir de colonias aisladas en medio no selectivo se realiza un examen microscépico que debe mostrar
células razonablemente semejantes respecto al Gram y ala morfologia.

En el caso de medios selectivos las colonias aisladas deben aislarse nuevamente en medio no selectivo por
el método de estrias. Esto se conoce como reaislamiento.

Unavez desarrolladas se debe describen las caracteristicas de las colonias y otros caracteres de los cultivos,
gue ayudan en lataxonomia de | os cultivos bacterianos:

Apéndice: aisamiento de bacterias anaer obias

1. sembrando en caldos con agentes reductores o en placas preparadas en forma usual e incubados en
camara especiales que favorezcan una atmoésfera de anaerobiosis.

2. entubos con medios de cultivo con agente reductor y luego de sembrar termostatizar y cubrir |a superfi-
cie con una capa de vaselina—parafina, evitando la entrada de aire.

3. inocular una placa de Petri e incorporar medio de cultivo a45°C e incubar en condiciones anaerdbicas

4. la técnica del tubo para anaerobios (roll-tube) se utiliza para anaerobios estrictos por ejemplo los
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microorganismos del rumen, el agar se encuentra a cierta temperatura que permite que la muestra se
incorpore a mismoy amedidaque seenfriasegirael frasco tapado y gaseando con CO,. De estamanera
los microorganismos crecen en las paredes del tubo y se pueden realizar conteos por €jempl o de bacterias

Jarra anaerdbica (Sistema Gas Pak)

Enriguecimiento

Cuando el microorganismo que se desea aislar se encuentra en baja proporcion en la muestra, o se desea
saber si un determinado tipo de microorganismo esté presente o ausente en unamuestra, debellevarse acabo el
enriqueci miento que comienza por aumentar €l nimero del microorganismo que se deseadeterminar , mediante
los siguientes pasos.

a) enriquecimiento

b) aisamiento por estriasen medios selectivosy diferenciales
¢) reaislamiento (medio no selectivo)

d) identificacion

L a etapa de enriquecimiento puede subdividirse en dos: pre-enriquecimiento y enriquecimiento selectivo.

El pre-enriquecimiento o enriqueci miento no sel ectivo suel e hacerse solamente cuando |0s microorganismos
buscados estan debilitados o dafiados y se usan siempre medios nutrientes liquidos, no selectivos.

El enriquecimiento selectivo se realizaincubando la muestra en medios liquidos selectivos, ya sea en pre-
senciade agentes quimicos o biol 6gicos que favorecen €l desarrollo en particular del o de los microorganismos
buscados.

Luego de cumplidala etapa de enriquecimiento sellevaacabo |a etapa de ai slamiento, empleando latécnica
de estrias en superficie y medios selectivosy diferenciales.

El reaislamiento en medios no selectivos para la obtencion de cultivos puros y la identificacion son las
etapas finales de toda busgueda.

Resumen
Técnicas de aislamiento

i) Directo: sesiembralasuperficie de un medio solido (por estrias o dilucion). Si en el inoculo ladensidad
de microorganismos es alta es fécil lograr colonias aisladas.
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i) Por enriquecimiento previo: si lapoblacion esescasaseinoculaun medio liquidoy por libre competen-
cia predominarén los grupos capaces de emplear los sustratos en las condiciones elegidas. Luego de
sucesivos pasagjes por medio fresco, se logra el aislamiento en mismo medio solido por la técnica de
agotamiento.

Practico

1) Con las precauciones detrabajo en asepsia realice algunas de los procedimientos de siembra
i) deliquido aliquido: usando pipetas
ii) deliquido asolido: por extension o bafiado por agotamiento o estrias en inclusion en el agar
iii) de sdlido a sélido: con ansa con suspension previa en gota de agua
iv) de sdlido aliquido: con ansa con suspension previa en gota de agua

2) Aidamiento

i) Reaisle agunadelas colonias delacajade Petri en medio fresco solido
ii) Cadagrupo iniciard el aislamiento de:

A) Microorganismos celuloliticos de muestras de suelo
Siembra de una dilucién de suelo (1 mL) en cada tubo. Incubacién a 28°C durante 1 mes.

B) Microorganismos de laleche
Aidlamiento directo por agotamiento con estrias en lasuperficie de medio sdlido. Incubacién a37°C para
mesofil os aerobios total es hasta aparicion de colonias tipicas. Para psicrofilosincubar a4°C.

C) Bacterias en medio Mc Conkey
Dividir la placa de Petri que contiene el medio en cuatro cuadrantes y apoyar levemente el dedo pulgar
sobre el medio de cultivo. Incubacion a37°C

Preguntas

1. ¢Qué esun cultivo microbiol dgico?

2. ¢Qué es unacoloniabacteriana? ¢A gqué se le denomina cepa en microbiologia?

3. ¢Quéinformacion te proporciona el desarrollo de bacterias en medios liquidos?

4. :Quéinformacién te proporciona el desarrollo de bacterias en medios semisolidos?
5. ¢Qué tipos de microorganismos puedes encontrar en el suelo?

6. ¢Qué harias para determinar cada grupo microbiano que se encuentraen el suelo?
7. Concepto de siembray ejemplos en los que se aplica

8. Explicaque métodos se utilizan para el aislamiento de bacterias

9. Qué caracteristicas de |os microorganismos se aprovechan para su aislamiento?

10.Concepto de cultivo puro

11.Explicalas diferentes técnicas que existen para crear condiciones de anaerobios.

12.Investiga que géneros de bacterias pueden crecer bajo estas condicionesy cual es su importancia.
13.Expligue que métodos de aislamiento emplearia en el caso de poblaciones microbianas

i) presentes en el suelo en baja densidad

ii) presentes en el suelo en alta densidad
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) Practico 5
IDENTIFICACION DE LOSMICROORGANISMOS:
CARACTERESMORFOLOGICOSY TINTORIALES

Contenido:
» Caracterizacién de los microorganismos
 Practico: descripcién de caracteres cultural es, morfol égicosy tintoriales delos ai damientos bacterianos
realizados anteriormente

Bacterias
Los caracteres empleados en la clasificacion de |as bacterias son:
e Culturales: en medio solido (colonias) o en medio liquido
* Morfoldgicosy tintoriales. forma, tamafio, forma de agruparse y respuesta a coloraciones
* Bioquimicos
» Seroldgicas: reconocimiento por medio de antisueros preparados por inocul acién a conejo, cobayo,
con el organismo en estudio
» Genéticos: andlisis delos acidos nucleicos

Lasbacterias, junto con los protozoarios, las dgasy los hongos incluyendo alas microscépicos (levaduras),

constituyen los [lamados microorganismos. El término microorganismo no tiene un significado taxonémico
preciso sino que agrupa atodos los organismosde dimensiones microscépicas (< 0.1 mm) aungue presenten
grandes diferencias entre si. Asi por g emplo incluye organismos procariotas (bacterias), eucariotas (hongos,
protozoarios, algas). Los virus constituyen un grupo especia yaque no presentan |as propiedades fundamenta-
lesdelacélula, selesdenominaentidades biol 6gicas. También difieren notablemente en el tamafio aungue sean
todos microscdpicos; en una escala comparativa tenemos:

Hongos filamentosos> Protozoarios > |evaduras > bacterias > virus

Caracteresculturales

En medio solido

Elevacion delas colonias

— @ eoem @ e A A e

Chata Elevada Convexa Cupula Umbonada Umbhilicada
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Margen delas colonias

Entern Ondulado Lobhado Ondeado Filamentoso

En medio liquido

Desarrollo superficial: pelicula, velo, etc. (tipico en microorganismos aerobios)

Desarrollo sub-superficial: peliculadebgo de la superficie (microorganismos microaerofilicos como Bacillus)
Enturbiamiento: leve, moderado y abundante (gf. en microorganismos anaerobios facultativos)
Sedimento: escaso, abundante, floculos (6. en microorganismos anaerobios como Clostridium)

Caracteresmorfoldgicosy tintoriales de las bacterias
Aunque existe gran diversidad en la morfologia de las bacterias, |os organismos individuales presentan
alguna de las tres formas generales siguientes:

* esférica(cocos), se presentan en pares, de a cuatro, en cadena, en racimo

« cilindricao en formade bastén (bacilos o bastones), se presentan de a dos, en cadena, en empalizada
0 sin arreglo en especial.

* espiral o helicoidal (espirilos), se presentan en general como células individuales, independientes; pero
las células de las distintas especies presentan notables diferencias de longitud, nimero y amplitud de las
espirasy rigidez de |la pared.

Coloracién de esporas

Preparar un frotis pasando 10 veces por lallama para fijar

Colocar lalamina sobre un soporte para tinciones

Cubrir con solucion de verde de malaquitay calentar durante 5 min. con el mechero

Lavar suave pero abundante con agua

Dar contraste con solucion de safranina durante 30 segundos

Lavar con aguay secar

Observar por inmersion : las esporas verdes y |os cuerpos celulares rosados. Si se dispone de un

mi scroscopio con contraste de faces, se puede observar |a endospora sin tefiir como una extructura
densa,blanca dentro de la célula

Observacion de capsula

e Colocar una ansada de tinta china en un portaobjeto limpio y mezclar con una ansada de cultivo
e Cubrir con un cubreobjeto

e Observar por inmersion

e Lascapsulas aparecen como zonas claras arededor del organismo refractil sobre el fondo oscuro
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Morfologias bacterianas
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Preguntas

1) Describa algunos de los caracteres culturales de bacterias en medio solido

2) Indique tipos de colonias obtenidas en el trabajo practico

3) ¢Piensa que obtuvo un solo tipo bacteriano?¢Por qué?

4) Caracteres culturales en un medio liquido:

5) ¢Por qué laforma de agrupacion son evauados en cultivos en medio liquido?
6) ¢Por qué es necesario efectuarcol oraciones para observar bacterias?

7) ¢Qué podemos evaluar en preparaciones frescas (entre portay cubreobjeto)?
8) ¢Como caracterizariala coloracion Gram?

9) ¢Cual eslaetapacrucia de esta coloracion ?

10) ¢Como puede observar la presencia de flagel 0s?

11) &Y de esporas ?

12) ¢Que nos ofrece las observaciones en miscroscopio fluorecente?

13) ¢Y € eectronico?

14)¢Diferencias entre observaciones en miscroscopia el ectronica de transmisiony de barrido?

Observacion y examen microscopico

Laobservacion de las bacterias se puede redlizar:
* con |losmicroorganismos vivossin tefiir
* con lascélulasfijadasy tefiidas con colorantes

Las bacterias vivas, en suspensi6n acuosa tienen propiedades Opticas similaresalas del aguay, por o tanto,
son dificiles de observar con €l microscopio de campo claro debido alafaltade contraste con el medio que las
rodea. Cuando las bacterias se colorean, el contraste aumenta, con lo que se hacen mas visibles. Sin embargo,
para muchos fines es preferible evitar la coloracion debido a que frecuentemente alteray mataalas células.

Enlos casos en |os que se quieren observar |os microorganismos vivos es conveniente usar un microscopio
de contraste de fases o0 en su defecto un microscopio de campo claro en iluminacién minima. Esta se logra
bajando el condensador, minimizando lailuminacion.

En estas preparaciones se puede apreciar la movilidad. Esta debe distinguirse del movimiento por arrastre
con corrientes de conveccidn y el movimiento browniano de las células inmoviles. Cuando € movimiento se
realiza por flagelos, el tipo de movimiento variard con la disposicion de los mismos en el cuerpo celular.
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La coloracion delas bacterias tiene como fines:
» aumentar € contraste delas células con el medio que lasrodea. Esto implicamejorar lavisualizacion
de las bacterias y permitir la distincion de formas y tamafios
 diferenciar grupos bacterianos por su reaccion frente a determinados colorantes
» revelar lapresencia de distintas estructuras internas

L os colorantes utilizados son sales en las que €l anidn o el catidn es € responsable del color; en € primer
caso setratade un colorante &cido 0 anidnico 'y en el segundo, bésico o cationico. Lacélulabacterianatiene una
débil carga negativa cuando el medio externo tiene un pH cercano alaneutralidad. Como ladiferenciade carga
eléctrica es lo que determina la afinidad entre el colorante y la célula, las bacterias tendran afinidad por los
colorantes bésicos (g.: cristal violetay azul de metileno).

Tipos de coloraciones:

Cuando se utiliza un solo colorante bésico el método se denominacolor acion ssimple, mientras que sellama
coloraciéon compuesta cuando se usan dos o més; la color acién diferencial esun caso particular de coloracion
compuesta, egemplo la de Gram.

Cuando a una preparacion bacteriana se le aplica un colorante acido tal como eosinay la nigrosina, este no
se une a las células cargadas negativamente, pero si se deposita alrededor de ellas quedando asi un fondo
coloreado donde contrastan las células incoloras. No es, por o tanto, una verdadera tincion y se denomina
tincion negativa o indirecta.

En algunas ocasiones es necesario utilizar un mordiente, es decir, alguna sustancia que contribuya a la
fijacion del colorante ala célula, por g emplo: &cido tanico, iodo, sales deAl, Fe, etc.

Preparacion de un frotis

Comprende las siguientes etapas:

1) extendido del material en un portaobjetoslimpio
2) secado

3) fijado

Lafijacion tiene por objetivo matar |os microorganismos, coagular € protoplasma de lacélulay adherir la
preparacion al portaobjetos. Las células se lavan si no esta fijadas, durante el proceso de tincion. El agente
fijador ideal preservalas estructuras de la célulacon su formay posicién sin que aparezcan estructuras que no
existian en lacéulaoriginal.

El calor esel método de fijacion més utilizado. Cuando ademas de | os microorganismosinteresalaobserva
cion de células animales o vegetales, serealizalafijacion con metanol o formol, que altera menos que el calor
lamorfologia de las células eucariotas.

Coloracién ssimple

Numerosos col orantes bésicos como el azul de metileno, el cristal violeta o lafucsinafenicada son emplea
dos parala coloracion simple de los frotis. Como ellos presentan diferente afinidad por las bacterias, los tiem-
pos de aplicacion seran distintos.

Coloracion de Gram

La coloracién simple se basa en € hecho de que las células bacterianas difieren desde el punto de vista
guimico de su medio externo y por eso se tifien, contrastando con el medio. Los microorganismos también
difieren fisicay quimicamente entre si y por eso reaccionan de una manera diferente frente a un determinado
colorante. Esto constituye el fundamento de las tinciones diferenciales.
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Latincion de Gram, la més empleada en bacteriologia, es unatincion diferencial. Por este método se clasi-
fican las bacterias en dos grupos: Gram positivos (Gram +) y Gram negativos (Gram -), en funcion de su
reaccion frente ala coloracion.

SegUin este procedimiento, las células previamente fijadas, se tifien con solucién de cristal violeta, selavan
y setratan con lugol. El iodo formaun complejo con el cristal violeta, que sirve parafijar éste alacélula

A continuacion se agrega un decol orante (al cohol, acetona o mezclas de ambos) en el cual el complejoiodo-
cristal violetaessoluble. Algunosmicroorganismos son decolorados (Gram-), mientras que otrosno (Gram +).
Luego de la decoloracion se aplica un colorante de contraste, generalmente safranina, que hace visibles los
microorganismos Gram - que habian sido decolorados.

Cuando se observa una preparacion asi tefiida se ven bacterias: azul violeta Gram +
y rosadas Gram -

En los Gram - el complejo colorante-mordiente es extraido por e alcohol mientras que en los Gram +, no.
L as bacterias Gram + poseen paredes gruesas de peptidoglicano, se deshidratan por el alcohal. Esto provoca
gue se cierren los poros de la pared, impidiendo la salida del complejo iodo-cristal violeta. En las bacterias
Gram -, la fina capa de peptidoglicano permite el pasgje del solvente y la salida del complejo iodo-cristal
violetadelacélula

Laslevaduras, que poseen una pared celular gruesa pero de una composicién quimica totalmente diferente,
setifien como Gram +. Numerosas son | as teorias que intentan explicar estareaccion diferencia delas paredes
bacterianas; parece que no son solamente |os constituyentes quimicos los que intervienen en ella, sino también
lacomplegjidad estructural de las mismas.

Otras coloraciones

» Egporas: Ciertas especies bacterianas, en particular de los géneros Bacillus y Clostridium, producen
estructuras de resistencia, las endoesporas.

A diferenciade lacéulavegetativaque laproduce, la espora es muy resistente a condiciones adversastales
como altatemperatura, baja humedad, radiacionesy agentes quimicos. Es unaformade vidalatente que puede
permanecer largos periodos como tal y cuando desaparecen las condiciones adversas pueden germinar. Se
puede inducir la germinacion mediante, un shock térmico, es decir un corto calentamiento a 80°C.

Las esporas son atamente impermeables a los colorantes, de manera que con las técnicas de coloracion
comunes apareceran como regiones sin tefiir dentro de las células coloreadas. Para tefiir las esporas, deben
usarse métodos de coloracion especiales. Unavez coloreada, la esporaresiste fuertemente la decoloraciony el
contraste.

Esta coloracion permite distinguir la: presencia o0 ausencia de esporas, la deformacioén o no del cuerpo
celular y laposicién dentro del cuerpo celular

Segun la ubicacion de las esporas en la célula se las clasifica como:
. terminales (espora en el extremo de lacélula)

. centrales (esporaen el centro delacélula)

. centrales aterminales o subterminales (posicién intermedia)

» Flagelos: muchas bacterias son méviles por la presencia de flagelos, apéndices largos, delgados, de
forma helicoidal, libres en un extremo y unidos ala célula por otro.

Son tan delgados que solo se pueden ver a microscopio comin luego de una coloracion especial que hace
uso de un mordiente. Este promueve la fijacion de las moléculas de colorante a flagelo dando lugar a la
formacion de un precipitado alo largo del flagelo, haciéndolo visible.
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La célulabacteriana puede tener uno o mas flagel os dispuestos en distinta maneray en base a eso se clasifi-
can en:

S POl i lagelo en un extremo de lacélula

- anfitrica ....cccceeveeneeee. flagel os en ambos extremos

- lofotrica......cceveeeeee. penacho de flagel os en un extremo

- peritrica ...oceeveveeeee. flagel os arededor de todala célula sin distribucién.

» Cépsula: ciertas bacterias acumulan en su superficie material es viscosos compuestos por polisacaridos,
polipéptidos o complejos glucoprotéicos. Cuando este material se dispone de una manera compacta alrededor
de lasuperficie celular se denominacapsula. Si difunde en formamas laxa, se le llama capa mucosa. Lamejor
forma de observarlos es con tincién negativa (suspension del cultivo en tinta china), aunque existen técnicas
especiales, parala coloracion especificade la capsula.

Practica

Manipulacion aséptica de cultivos

e Tomar € tubo de cultivo con la mano izquierda, de modo que el fondo del tubo toque la pamadela
mano y probar que el tapon esté libre, girdndolo sin destapar.

» Tomar el ansa con lamano derecha, con los dedos pulgar, indice y mayor, dejando libres el anular y €
mefiique.

*  Quemar € ansaintroduciendo la punta en € cono frio de lallama del mechero, en posicion vertical y
luego ir levantandola hasta que quede toda al rojo. Pasar €l ansa por lallamaen un angulo de 60° con la
vertical, manteniéndola siempre en posicion paralelaal cuerpo.

e Famear el metal adyacente a ansa.

» Trabajando cerca del mechero, tomar €l tapdn de algoddn o la tapa rosca de pléstico del tubo con los
dedos anular y mefiique de la mano derechay quitarlo girando el tubo; flamear la boca del tubo.

* Introducir €l ansatocando la pared friadentro del tubo (sin soltar € tapdn de algodén) para que se enfrie
el ansay luego introducirla en € cultivo liquido o dedlizarla sobre la superficie del cultivo sdlido de
abajo hacia arriba, paratomar las células atransferir (inocul o).

» Sacar €l ansaasi cargada del tubo, flamear laboca del tubo y taparlo. Transferir €l indculo, ya seaaun
portaobjetos para hacer un frotis o a otro medio de cultivo.

¢ Quemar nuevamente €l ansa

» Siempre que se vaya atomar una muestra de un cultivo con cualquier finalidad debe procederse segiin
técnica aséptica descrita, con €l fin de no introducir contaminacion en el cultivo y en la muestra.

Observacion de preparado fresco (para observar movilidad, forma, etc)

A) Método dela gota pendiente

» Colocar una gota de muestra usando técnica asépticaen €l centro de un cubreobjetos limpio.

» Invertirlo cuidadosamente y colocarlo sobre la depresién de una |lamina excavada, de manera que no
deslice lagota por €l cubreobjeto. La gota no debe tocar € fondo de la depresion.

« Aplicar unas gotas de agua alos bordes del cubre para sellarlo y mantenerlo en su lugar

e Observar con € lente seco de mayor aumento (X40), bajando €l condensador

B) Técnica entre portay cubreobjeto
» Colocar unagotadelamuestrausando técnicaaséptica(con ansao con pipetaestéril) sobre un portaobjetos
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limpioy cubrir con un cubreobjetos. Para prevenir las corrientes de conveccion y el secado de la prepa-
racion, se puede sellar poniendo en los bordes del cubreobjetos Vaspar, 0 esmalte de ufias incol oro.

Observar igual que € anterior

Un microscopio de contraste de fases permite una vision superior

Preparacion de un frotis

Colocar con un ansa una gota de muestra, si es liquida,
sobre un portaobjetos limpio. Si lamuestraproviene de
un cultivo en medio solido, colocar primero unagotade
agua sobre el porta, tomar la muestra con € ansa, tocar
lagota, quemar el ansay luego de enfriada, mezclar bien
con €l agua.

Secar a aire. Puede acelerarse €l secado, manteniendo
lalaminaencimade lallamadel mechero a15cm o mas
dedistancia. (Esconveniente sostener € portaobjetoscon
lamano, yaque si lamano no soportael calor delalla
ma, las células pueden deformarse y tefiirse defectuosa-
mente).

Fijar: con €l frotis seco, cortar tres veces lallama del
mechero, parafijarlo.

Coloracion simple

Preparar un frotis seguin la técnica habitual.

Cubrir la preparacién con 2 o 3 gotas de solucién de azul de metilenoy dejar Imin (o decristal violeta

y dejar 30s)
Lavar con agua

Secar con papel defiltro o al costado de lallamadel mechero

Observar a microscopio con lente de inmersion (X100) y determinar forma, disposiciony relacion de

tamarios de |as bacterias
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Coloracion de Gram

e Preparar un frotis

» Cubrir con solucion de cristal violetay dejar actuar 1 minuto

e Lavar suavemente con agua de la canilla

e Cubrir con lugol y dejar actuar 1 min. Lavar de lamisma manera

» Cubrir con etanol 95% y dejar 30 s moviendo suavemente lalamina. Seguir lavando con etanol y agua
hasta que no se arrastre mas colorante

e Lavar con agua

»  Cubrir con solucion de safraninay dejar 1 min. Lavar y secar

e Observar por inmersion. Las bacterias Gram + se veran de color azul-violeta 'y las Gram - rosadas.
Determinar forma, disposicion y tamafio relativo y reaccion a Gram de las distintas bacterias presentes
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Describa algunos de | os caracteres culturales de bacterias en medio sdlido
Indigue tipos de colonias obtenidas en el trabajo préactico

Piensa que obtuvo un solo tipo bacteriano? Por qué?

Describa caracteres culturales en un medio liquido

Por qué laforma de agrupacién son evaluados en cultivos en medio liquido?
Por qué es necesario efectuar coloraciones para observar bacterias?

Qué podemos evaluar en preparaciones frescas (entre portay cubreobjeto)?
Por qué es necesario realizar un frotis antes de una coloracién?

Como se llamaala coloracion que utiliza un solo colorante bésico?

Como se llama alacoloracién que utiliza un colorante &cido?

Quétipo de coloracion eslatincién de Gram?

Que caracteristica estructural de las bacterias permite separarlas usando la coloracion de Gram?
Qué finalidad tiene el lugol (yodo) en la coloracion de Gram?

Cual eslaetapa crucia de esta coloracion?

Como puede observar la presencia de flagelos? Y de endosporas?

Que nos ofrece |as observaciones en microscopio fluorescente?

13) Y d eectrénico?

17.

Diferencias entre observaciones en microscopia electronica de transmision y de barrido
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) Practico 6
IDENTI FICACIQN DE LOS I\/IICRQORGANISM OS:
CARACTERES BIOQUIMICOS, SEROLOGICOS Y GENETICOS

Caracteres bioquimicos

A continuacién se propone un esquema de trabajo para la identificacion de una cepa bacteriana desde el

punto de vista bioquimico (biotipo):

1) Obtener un cultivo puro

2) Examen microscopico de célulasvivasy defrotistefiido por coloracion de Gram. se determinaasi la
formay larespuestaa Gran del organismo en estudio, laforma de agrupacion, la presenciade esporasy
otras caracteristicas de interés.

3) Determinacion de las caracteristicas nutricionales, que en general se desprenden de los métodos
empleados en el aislamiento y cultivo anteriores. fotoaut6trofos, fotoheterétrofos, quimiautétrofos,
quimioheterotrofos.

4) Realizacion de pruebas primarias. En bacterias, se utiliza un grupo de pruebas, que se denominan
pruebas primarias, con las cuales se puede determinar €l género, grupo de géneros o en algiin caso la
familia ala que pertenece un aislamiento. Estas pruebas son: Gram, morfologia, catalasa, oxidasa, OF
(oxido-fermentacion), fermentacion de la glucosa, esporas, crecimiento en aerobiosis y anaerobiosisy
movilidad.

5) Realizacién de pruebas secundariasy terciarias a efectos de llegar a especie. Estas dependeran del
género o familia determinado, por jemplo: produccién de pigmentos, de indol a partir del triptofano,
produccién de coagulasa, de fenilalanina deaminasa, etc.

Ensayos bioquimicos

L os ensayos bioquimicos tradicional mente usados, |lamados pruebas bioguimicas convencional es, general -
mente determinan la actividad de una via metabdlica (conjunto de reacciones quimicas) a partir de un sustrato
gue se incorporaen un medio de cultivo a que la bacteria transformao no a crecer.

Existen numerosos sistemas de identificacion bacteriano total mente automatizabl es, que simplifican mucho
el trabajo y lainterpretacion de los resultados.

Las pruebas 0 ensayos bioquimicos son pruebas simples que evidencian en forma rapida una determinada
actividad enzimatica, grupo de enzimas o determinada viametabdlica, crecimiento en presenciadeinhibidores,
etc. No significan de ninguna manera un estudio profundo del metabolismo bacteriano

Parareadlizarlas, se pueden usar diferentes sistemas de trabajo (medio de cultivo, indicador, revelador, etc.)
gue pueden cambiar con diferentes organismos: por €. se debe agregar factores de crecimiento en el caso de
estudiar la fermentacion de distintos azlcares cuando se sabe que el microorganismo en estudio es exigente.

A laidentificacion delaespecie se puede |l egar segun diversos sistemas. manual es de identificacion, comer-
ciales, etc.

a) L ossistemas comer cial es, usan modificaciones delas pruebas bioquimicas convencionales, yaseasustratos
deshidratados, tiras de papel de filtro impregnadas en reactivos o pequefios compartimentos con medios pron-
tos para sembrar. En todos |os casos se emplean codigos numéricos para lainterpretacion de los resultados.



40

L os sistemas comercia es mas frecuentemente usados son:

» APl 20E: esun sistema estandarizado paralaidentificacion rapida de bacterias Gram negativasy consis-
te en una plantilla con microtubos conteniendo medios de cultivo deshidratados que se reconstituyen a
agregar lasuspensi én bacteriana. Permiterealizar 23 pruebas bioquimi cas estandarizadasy miniaturizadas
apartir de una sola colonia bacteriana.

* BBL, Enterotube I1: es un sistema para laidentificacion répida de enterobacterias, definidas como baci-
los Gran negativos, aerobios y anaerobios facultativos, oxidasa negativa. Es un tubo de pléstico con 12
medios de cultivo contenidos en compartimentos individual es que se inoculan simultaneamente en una
etapay permiten detectar 15 caracteristicas bioquimicas.

» Existen numerosos dispositivos para distintos microorganismos disponibles en |os |aboratorios comer-
ciales.

b) Cada laboratorio que trabaja en grupos especiales de microorganismos: bacterias lacticas, levaduras,
enterobacterias, rhizobios, etc. han desarrollado sistemas propios de identificacion.

En resumen, la realizacion de una prueba bioquimicaimplica:

1) Cultivar el microorganismo en un medio que contiene un determinado sustrato o inhibidor y luego de la
incubacién se visualiza el crecimiento y la degradacion del sustrato, ya sea por virgje de un indicador o
por agregado de un reactivo revelador de la presencia del sustrato, o de algin producto de su degrada-
cion.

2) Cultivar el microorganismo en un medio de propagacion que contenga €l sustrato  de una enzima
inducible y luego de laincubacion demostrar la actividad enzimética

En todos |os casos se debe tener un cultivo fresco (24 horas de incubacion) en un medio en que €l microor-
ganismo se desarrolla en forma optima, apH, presion osmética, atmosferay temperatura adecuados. Seinclu-
yen siempre controles de calidad, con una cepa positivay otra negativa para ese test.

Si bien existen unagran variedad de pruebas bioquimicas empleadas con fines de identificacion, se enume-
raran a continuacion las més usadas, agrupadas segun €l tipo de ensayo.

1) Enzimas vinculadas con la respiracion
a) oxidasa b) catalasa

2) Descomposicién de azlcares simples, acidos or ganicosy otros
a) Requerimientos de O2
b) Produccion de &cido, o &cidoy gas
c) Deteccidn de enzimasy vias metabodlicas

3) Fuente Unica de carbono: citrato, malonato, etc.
4) Uso de compuestos nitrogenados
a) reduccion de nitratos: reduccion asimilativa, desasimilativa: denitrificacion
b) Degradacién de hidratos de carbono, aminoécidos y otros. indol, H2S, fenilalanina, lisina, arginina,
ornitina, urea
5) Deteccion de exoenzimas. amilasas, celulasas, proteasas, desoxiribonucleasas, hemolisinas

6) test decrecimientooinhibicion: temperatura, NaCl, antibidticos
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Ejemplos de algunostest bioquimicos

* Fermentacién dela glucosa

Se usa un caldo con glucosa (azlcar del cual la mayoriade las bacterias quimiotrofas pueden obtener ener-
gia, por fermentacién o respiracién), peptonay un indicador de pH que permite detectar la produccion de
acidos. La posible produccion de gases (CO2, H2) se detecta en campana de vidrio invertida colocada en el
medio.

Mediosy reactivos

Peptona 10g
Glucosa 10g
Parpura de bromocresol  0,015g
NaCl 59
Agua destilada csp 1000ml
pH 6,8

Se dispensa en tubos por 9 mL y se agrega una campanitade vidrio invertida. Se esterilizay se siembracon
ansay seincubaa 35°C por 48 horas

Lectura

1) bacteria no fermentadora (color purpura)

2) fermentacion de la glucosa sin produccién de gas (color amarillo)
3) fermentacion de la glucosa con produccion de gas.

e Prueba de oxido-fermentacion (O/F)
Esimportante en las primeras etapas de identificacién de un cultivo. Permite diferenciar las bacterias segln
el rol del oxigeno en lautilizacién de hidratos de carbono.

Medio y reactivos

Peptona 29
Glucosa 10g
Azul de bromotimol 0,03g
NaCl 5g
K2HPO4 0,39
Aguacsp 1000mL
Agar 29

Técnicay lectura

Se inocula por picadura (con punta en lugar de ansa) dos tubos con 7 cm de altura del medio de cultivo
creando en uno de lostubos condiciones anaerdbicasy seincubaa 35°C por 48 horas 0 més. Laproduccién de
acido se detecta por la aparicion de color amarillo. En caso de microorganismos oxidativos, éste aparece en la
superficie. Cuando € microorganismo es fermentador se observa €l virgje de todo el tubo. Si e medio no
cambia de color con respecto a un tubo sin sembrar, se considera que el microorganismo es inactivo. Se siem-
bran con cepas control positivo: fermentador (Escherichia coli), oxidante (Pseudomonas aeroginosa) y negati-
vo (Microccocus spp).
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+ Catalasa

Es una enzima que descompone el peréxido de hidrogeno en oxigeno y agua. La mayoria de las bacterias
aerobiasy anaerobias facultativas poseen actividad catalasa. El H,O, se formacomo producto finales del meta-
bolismo oxidativo aerdbico de azlicares. Si se acumula puede ser letal paralascélulas. La catalasalo descom-
pone:

H.O

272

H,0 + O, (burbujasde gas)

Procedimiento
Cultivo de 24 horas del microorganismo en medio no selectivo, H,O, a 3%, controles positivos:
Saphyl ococcus aureus, negativo: Streptococcus spp

Prueba en portaobjeto: transferir con ansa células del centro de una colonia bien aislada ala superficie
de portaobjeto con unas gotas de agua. Emulsionar bien y afadir 1-2 gotas de H,O, al 3%. Observar libera-
cion de burbujas de O,

Prueba en tubos o cajas de Petri: afiadir unas gotas de H,O, alasuperficie de tubo o caja con agar

e Degradacion del almidén

Sembrar |os microorganismos en estudio en la superficie de cajas de Petri con caldo simple enriquecido con
2% de almidon. Incubar a 28-35°C por 48 horas. Lectura: agregar a las cajas solucion de Lugol (sol.
lodoiodurada): Positivo: color azul debido a reaccion de las dextrinas por hidrdlisis del almidon.
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Caracteres seroldgicos

A los efectos de realizar identificaciones més répidas, o cuando las pruebas bioguimicas no son concluyen-
tes, se recurre al uso de reacciones antigeno-anticuerpos.

Sustrato para la

Anticuerpo _t Enzima Cambio enzima

Anticuerpo del color

Aol it Lt

L os antigenos bacterianos pueden ser capsulares, sométicos (O) que corresponden a lipopolisacéarido de la
pared delos Gram negativos, flagelares (H) y los antisueros seidentifican con esasletrasy el nimero o letradel
antigeno correspondiente.

En una primeraidentificacidn se usan sueros polivalentesy parala caracterizacion serol 6gica se usan sueros
monovalentes dentro de cada tipo de antigeno. Existen en € comercio antisueros para la caracterizacion de
numerosas especies bacterianas y de virus.

Antigeno

Se puede expresar € hombre de una cepa de la siguiente manera

especie
Rhizobium loti 18 03
género biotipo serotipo

Caracteres genéticos

Los elementos genéticos bacterianos son: una molécula de ADN en forma circular muy enrollada 'y en
algunos casos uno o mas plasmidos (moléculas de ADN pequefias que Ilevan informacién no vital para la
célula). La caracterizacion del material genético permite estimar la semejanza taxondmica entre dos
microorgani mos.

Actualmente el desarrollo de la biologia molecular y la aplicacion de métodos que se basan en €l estudio
de los acidos nucleicos han permitido avanzar en laidentificacion y clasificacion de las bacterias.

Herramientasa utilizar en la clasificaciéon genética

e ContenidoG +C

Eslaprimeratécnicay posiblementelamas sencillaautilizar cuando setratade analizar |os &cidos nucleicos
de un microorganismo. Estatécnica propone encontrar €l % de bases G (guanina) +C (citosina) en el ADN, que
reflejala secuencia de basesy varia con los cambios en la misma.

Existen varios método para encontrar €l % G+C pero los método fisicos son o més sencillos y de uso
frecuente, g: temperaturade fusion. Las bases G y C se aparean mediante tres puente de hidrégeno, mientras
queAy T lo hacen por dos. Esto hace que latemperatura necesaria para separar |os pares G-C seamas elevada
gue la necesaria para separar los pares A-T.
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Por |o tanto cuanto més alto % de G+C posea un ADN tendra mas puentes de hidrégeno y sus hebras se
Separardn atemperatura mas elevada, es decir tendrén un punto de fusion mas alto. El punto de fusion puede
seguirse por medio de espectrofotometria debido que |a absorbanciaa 260 nm aumenta con la separacion delas
cadenas.

» Hibridizacién

Es otro método que permite lacomparacion de genomas. Se basa en la especificidad de lacomplementariedad
de las bases de | os &cidos nucleicos. Las secuencias de ADN complementarias se reasocian a una determinada
temperatura (Tm), muy por debajo de esatemperatura se formaran hibridos de secuencias no complementarias,
es decir similares pero no idénticas. La incubacién a 10 —15° por debajo de la Tm permite que se formen
hibridos solo de cadenas précticamente idénticas.

En unatécnicade hibridizacién comin se utiliza un filtro de nitrocel ulosa con cadenas de ADN no marcado
ligadas y se incuba a una determinada temperatura con una sonda especifica (porcion de &cido nucleico marca-
daradioactivamente). Esta sonda solo se une afragmentosidénticos del ADN no marcado. Luego se lava para
eliminar todo el ADN no hibridado. Los fragmentos complementarios a la sonda permanecen y se pueden
detectar por autorradiografia.

* Restriccion

Es el uso de enzimas de restriccion o endonucl easas que reconocen y cortan en el ADN secuencias especifi-
casde 4 a6 pares de bases, generando asi fragmentos de distintos tamafios que se pueden separar por medio de
unaelectroforesis.

N |

i't k4
.Ir_"i _.T:'.:hr!. p
2o NI
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El nombre de cada enzima de restriccion comienza con 3 letras, que indican la bacteria que la produce.
Ej.: EcoRI procede de E. coli, mientras que Sal | procede de Streptomyces albus.

* Reaccién en cadena dela polimerasa (PCR)
Es una tecnologia que permite amplificar o sintetizar el ADN sin clonarlo. Para realizar una reaccion de
PCR es necesario contar con:

« ADN molde

» Primersoiniciadores. son secuencias nucleotidicas cortas (aproximadamente 20 pb) idénticas alas que
flanquean la secuenciaa amplificar.

» Tag polimerasa es una enzima que extiende los iniciadores y sintetiza copias de la secuencia del ADN.
Se utiliza una polimerasa que resista l as el evadas temperatura empl eadas durante |la PCR, un gjemplo es
laTaq polimerasa que procede de la bacteria terméfila Thermus aquaticus.

* Nucledtidos trifosfatos

e Buffer

La amplificacion consta de varios ciclos, en cada ciclo se distinguen varias etapas, cada etapa se redliza a
unatemperatura determinada. Esta técnica es ya un proceso automatizado que lleva a cabo un equipo Ilamado
termociclador.

Desnaturalizacién Pegado de los indicadores Extension
! | - vy —e "
| : 27 = !
1 ' 1 i - : T 3
1 I: Ill 5 X m l T.|
1 E ! -ﬂ"" ﬂ E H—I
i i k L
Fin de ciclo 1 2 i | 1

* Secuenciacion
L as estructuras gendmicas se pueden comparar directamente mediante la secuenciadel ADN o el ARN. Se

cuentaen laactualidad con técnicas de secuenciacion rapida. Se pueden secuenciar genomas enteros o determi-
nadas secuencias.
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Preguntas

1)

2)
3)
4)
5)
6)

7)
8)
9

L uego de efectuar un aislamiento a partir de un suelo de un microorganismo capaz de usar Pinsoluble,
qué metodol ogias aplicaria parallegar a su identificacion anivel de género?

Qué otras determinaciones afectaria parallegar anivel de especie?

Sefial e algun caracter bioquimico que haya efectuado en clase y explique su significado.

Qué representa que una colonia esté formada por organismos catal asa positivos?

Como exploraria el metabolismo respiratorio de un aislamiento?

Luego deredlizar €l aislamiento de determinado microorganismoy eval uar sus caracteristicas morfol égicas
y tintoriales se efectud una prueba de O/F. Se observaron los siguientes resultados: color amarillo en la
superficie del medio. Interprete el resultado, de que tipo de microorganismo se trata?

Cudles son los posibles antigenos bacterianos que permiten estudiar los caracteres serol 6gicos?

De un g emplo de un método que evalue | os caracteres serol 6gicos de un microorganismo?

Describa algun ejemplo de caracterizacion de bacterias mediante estudios genéticos .
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Practico 7
NUTRICIONY METABOLISMO BIOENERGETICO

Nutricion
1) Una sustancia quimica puede afectar alos microorganismos de varias maneras. Complete el cuadro.

Efecto causado Clasificacion dela sustancia Ejemplos
Favorecer el crecimiento

Prevenir el crecimiento

Causar lamuerte

2) Concepto de nutriente:

3) Indique € rol de los nutrientes en lacélula

4) Lagréficamuestralainfluenciade la glucosaen e crecimiento de un microorganismo cuando aun
medio de cultivo apropiado se le varian las dosis de este sustrato. Explique €l efecto de la glucosa en €l creci-
miento de este microorganismo. Grafique €l efecto de la concentraci én de esta sustancia sobre la cosecha
maxima (log, ,N° /mL)

IoglON /mL 46 mg/mL

2,5 mg/mL

1 mg/mL
0,5 mg/mL
60 mg/mL
.............. 100 mg/mL

0 5 10 15 20

log N°/mL
10

Concentracion de azlcar
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5) Lasiguiente grafica muestra el efecto del SH ,sobre el desarrollo de dos microorganismos, ay b . Ex-
plique el efecto de la sustancia en cada caso.

g1 Ol

Tiempo (horas)

6) Explique el concepto de factor de crecimiento. Dé gjemplos.

7) Clasifique alos microorgani smos nutricional mente por:

-Por la fuente de energia

-Por lafuente principal de carbono

-Por |a naturaleza de |os donadores de electrones

8) Indique como se clasifican nutricionalmente | os siguientes microorgani smos

Nostoc | Azotobacter Nitrosomonas | Rhodospirillum| Lactobacillus| Chlorobium
FuentedeC |CO, sacarosa CO, CO, glucosa CO,
Fuente de luz rea}cc_i ones ree}cc_i ones luz rea}cc_i ones luz
energia quimicas quimicas quimicas
Donador de e-(H,0 sacarosa NH,* acido acético glucosa H,S

Clasificacion:




9) Si se desean aislar de una muestra de suel o 10s siguientes microorgani smos:
a) Bacteria heterétrofa aerobia

b) Anabaena (cianobacteriafijadorade N,)
Explique para cada caso
a) Qué método de aislamiento utilizaria

b) qué medio de cultivo utilizaria
¢) condiciones de cultivo

M etabolismo bioener gético en los microor ganismos

¢Cudles son las formas de obtencién de energia por |os microorganismos?
Caracterice acada una
1)

2)

3)

Fotosintesis
1.¢Cudles son los tipos de fotosintesis que realizan las bacterias?

2. En cada caso sefiale donador y aceptor de electrones, microorganismos que larealizan y en qué
condiciones

i) CO,+2H ,0 >(CH20) +H ,0+0,

i) CO,+H,S——— > (CH20) +H,0+S

51
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iii) CO ,+ CH , COOH—— > (CH 20),+H , 0

iv) CH , COOH >(CH20),+H,0

3. Compare la generacion de ATPy poder reductor (NADPH) en lafotosintesis oxigénicay en la
anoxigénica.

4. Describalos fotosistemas en €l caso de la fotosintesis oxigénicay en los 3 tipos de anoxigénica

5. Sefiale lalocalizacion de los pigmentos fotosintéticos en:

i) bacterias sulfurosas purplreas

ii) cianobacteria

iii) algaverde

Respiraciones aerobias

1. Concepto

2. Sefiale los tipos seguin la naturaleza del sustrato

3. Cud es el aceptor final de electrones en las respiraciones aerébicas?

4. De gjemplos de distintos donadores de €l ectrones.
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5. De gjempl os de respiraciones aerobias con sustrato organico compl etas e incompl etas.
Sefide D y A de electrones en cada caso, rendimiento energético relativos y algin microorganismo que
conozcague lareaizan
i) completas

ii) incompletas

6. ¢, Qué rendimiento energético se logra en las respiraciones aerobias de sustrato inorganico respecto a
las respiraciones con sustrato organico? A qué se debe?

7. Dadas | as siguientes respiraciones:
a) Complete las ecuaciones
b) sefiale |as consecuencias para el ambientey paralos vegetales.

i)  NH,"+0, >
i)  NO, +0, >
i)  H,S+0, >
iv) Fe™+0, >
v) H,+0, >

c) Estos microorganismos producen mucha biomasa, crecen répidamente?

d) A quénivel delaCTE seproducelaliberacion de ATP? Como se reducen las coenzimas NAD en estos
microorgani smos?

8. Si falta oxigeno en un ambiente, ¢de qué otras formas pueden obtener energia los microorganismos?
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Respiraciones anaerobias

1. Nombre aceptores de electrones en las respiraciones anaerobias

2. Las siguientes respiraciones anaerobias representan opciones metabdlicas para bacterias en anaerobio-

Sis (sustratos organicos o inorganicos)

Para cada caso cite: nombre comun del proceso, D y A de electronesy consecuencias para el ambientey

vegetales

i) CH,O, + NO,

6" 1276

ii) H,S + NO, -

>CO,+ H,0 +N, (N,0)

iii) C.H_0, + SO,

6 1276

iv) H,+ CO,

>S0,” + N, +H,0

V) S+ Fe**

>CO, + H,0+H,S

>CH, +H.0

>80, + Fe™

3. ¢Cudles son las caracteristicas de |as cadenas transportadoras de el ectrones?

4. ;Como es el rendimiento energéticos comparado con |as respiraciones aerébicas?

Fer mentaciones
1. Concepto



Practico 8
APLICACIONESBI OTE,CNOI’_OGI CASDE LA
FERMENTACION LACTICA

Fermentacion lactica:
Ensilge
* Proyeccién de video
» Etapas microbiol 6gicas en un buen ensilado
* Préctico: observacion de ensilados realizados con distintos tratamientos

Lechey derivados
 Microfloralacticaen yogur y otros subproductos

Ensilados
1) Quéesd ensilgiey cuales son los objetivos?

2) ¢ A través de qué proceso microbiol 6gico se logra?

3) Describa las etapas biol gicas que ocurren durante €l ensilgje.

4) Explique tres factores que influyen en el proceso de ensilagje

5) Analice los datos del siguiente cuadro:

55
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Temperatura°C % é&cido lactico % é&cido butirico
45 0.4 3.7
30 19 01
22 12 0,1

a) ¢Como debe ser laevolucion de latemperatura en un silo bien construido?

b) ¢Como se da la evolucion de microorganismos? ¢Qué géneros predominaran en cada caso?

¢) ¢Por qué es tan importante la produccion de écido lactico y no la de otros acidos?

6) En los cuadros que se presentan a continuacion se proporcionan datos de los forrajes que se utilizan y su

comportamiento luego de ensilados

forrge Materia seca Proteinas solubles Azlcares Relacion azlc.
solubles/proteinas

dfdfa 24,4% 25,2% 3,9% 0,15

sorgo 35,2 9,4% 10,4% 1,10

maiz 24,1% 8,6% 15,9% 1,80

Ensiladode: [ pH Ac. lactico Ac. acético Ac. propiénico Ac. butirico

dfafa 57 0,0% 1,1% 0,5% 1,9%

sorgo 4,2 1,7% 0,6% 0,0% 0,0%

maiz 39 1,8% 0,6% 0,0% 0,0%

Con estos datos ubigue estos silos en orden decreciente de calidad y fundamente su eleccion.

7) ¢Qué otros procesos de conservacion de forrajes existen, qué diferencias tienen con €l ensilaje?
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Praéctico
* Evidenciar laimportanciadel pH en la conservacion de alimentos sin pérdidas en su valor nutricional.
* Reconocer € rol delafloraléacticaen yogur y determinar acidez titulable en leche y derivados.

Fermentacion lactica

Ensilaje

Observacion y medida del pH de ensilgjes realizados a partir de distintos materiales.
* graminea pura

* |eguminosa pura

* graminea + leguminosa

* leguminosa + aditivo (2% azUcar, harinas, melaza)

* graminea con entrada de aire

1) Complete el cuadro con losresultados de las medidas de pH de cada uno delostratamientosy observacio-
nes realizadas

Tratamiento PH caracteristicas
Graminea pura
Leguminosa pura
Graminea mas leguminosa
Leguminosa més aditivo
Gramineaa aire

2) ¢A qué se deben las diferencias de pH ? Analice cada caso.

3) ¢Se puedeinferir € valor nutricional del forraje a partir de estos datos?

4) A sujuicio, ¢qué silo tendria mayor valor nutritivo y se conservara mas tiempo?

5) ¢Qué ocurrié con el tratamiento al que se le dejé entrar aire? Cite las etapas fisico-quimicas y
microbiol bgicas.

6) ¢Qué otras determinaciones se pueden emplear para evaluar la calidad de un silo?

Microfloraléactica
* Redlizar frotisy tincién de Gram de muestras de yogur con distintas fechas de elaboracion.
Observaciones:
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* L adeterminacidn de laacidez en leche cruday derivados es una pruebade rutinaquetiene gran aplicacion
précticaen laindustriay su determinacion se realiza por titulacion directa con hidroxido de sodio o por medi-
cién de pH.

Procedimiento por titulacion directa:

Medir 10 ml de leche o de yogur con pipeta, colocarlos en un vaso de Bohemia, afadir de 3 a5 gotas de
fenoftaleina, agitar y proceder atitular con NaOH a 0.1N hasta que aparezca un color rosado, €l cua perdura
durante 10 a 15 segundos. Anotar el gasto en ml de la solucion de NaOH y expresar los resultados en grados
Dornic.

1) Complete el cuadro con los resultados de las medidas de acidez para cada uno de los tratamientos :

Tipo deleche Acidez ° Dornic (mL gastados)

Leche fresca

Leche UHT

L eche con fechavencida
Yogur fresco

Yogur con fecha vencida

2) ¢Porqué es importante la medicion de acidez en leche?

3) Describa las alteraciones que ocurren en unaleche &ciday cuales son las consecuencias en lafabricacion
de productos | &cteos.
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Practico 9
CRECIMIENTO MICROBIANO

Crecimiento microbiano
Preguntas

1) Definalos siguientes términos:
Generacion (division celular):

Velocidad de crecimiento:

Tiempo de generacion:

2) a) Complete el siguiente cuadro, relativo aladivision celular de una célula bacteriana

n=n° divisiones | Nf=N° células/mL log, N°/mL (n) log, ,N°/mL

Al WO N]|

b) Grafique los datos en escala aritméticay semilogaritmica

¢) Por qué es conveniente graficar el crecimiento bacteriano en escala semilogaritmica en lugar de emplear
laescala aritmética?

d) Escribalaecuacion quereflejael crecimiento en esta etapa exponencia (partiendo de nimero inicial No)
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3) a) Calcule el nUmero de generaciones que ocurren en un cultivo bacteriano que pasd de 1000 células/
mL. a1,5.108 células/mL.

b) Calcule lavelocidad de crecimiento, sabiendo que la variacion ocurri6 en 12 horas

¢) Cuad fue el tiempo de generacidn y que representa este tiempo?

4) Caracterice cadafase de la curva de crecimiento de una bacteria en un medio liquido adecuado

5) Como se logradisminuir lafase delatencia?

6) Por qué esimportante mantener la fase exponencial en un cultivo? Como se logra?

7) A gué se debe la aparicion de lafase estacionaria? Como se evita su aparicion?

8) Enestafase, laveocidad de crecimiento puede ser cero o estadisticamente cero (ve=vm). Analice ambos casos.
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Evaluacion del crecimiento

Para evaluar €l crecimiento microbiano es necesario efectuar medidas cuantitativas de la biomasa
microbiana, del nimero de células por unidad de volumen, del peso de las mismas o algunas de sus activida
des metabdlicas.

M étodos de evaluacion del crecimiento
1) NUmero de microorganismos.

Recuento total:
* Recuento microscopico directo de los microorganismos, ya sea en frotis coloreado, o en ca
maras de recuento
* Filtracion por membrana, coloracién, y conteo al microscopio.
» Conteo €electrénico, usando contadores de particulas (citometria de flujo)

Recuento de viables:
» en medio sdlido, recuento en placas, en superficie o por inclusion (nimero de colonias)
« filtracion por membrana e incubacién de ésta sobre medio de cultivo solido.
» en medio liquido: método de las diluciones multiples o del NUmero Més Probable (NMP)
* en plantas (g . para recuento de rhizobios en leguminosas)

2) Masacelular:

Directo: peso seco delas células
Indirecto: andlisis de algun elemento: C, N, S, etc. por peso 0 andlisis especifico

3) Actividad celular:
* relaciona cierta actividad a tamafio de la poblacion: enzimas, CO2, consumo O2, ATP, algin
metabolito

1- Namero de microorganismos
¢  Recuento total

Este método permite determinar el nimero de células microbianas, por observacion através del microsco-
pio. La muestra puede utilizarse sin diluir (leche, o cultivos puros en medio liquido), o puede prepararse una
dilucion tal como se realiza para otros métodos de recuento.

Se basa en contar microorganismos en una cantidad conociday pequefia de muestra utilizando frotis colo-
reados o cAmaras del tipo de las de contar gldbulos sanguineos.

Sedeterminael nimero total de células presentes (viablesy no viables). Ocasional mente se pueden utilizar
colorantes queindiguen diferentes estados metabdlicos de las células. Por jemplo en un recuento en cdmarade
un cultivo de levaduras con azul de metileno, se pueden distinguir las células viables incoloras por reduccion
del colorante de las no viables (color azul)
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* Recuento en camar a de Neubauer

Es una camara que esta disefiada de manera de contener una cantidad fijade liquido. Consta de un cuadrado
central de 1 mm de lado dividido en 25 cuadraditos. Cadauno de ellos estd, asu vez, dividido en 16 cuadrados.

fe 1 M e T i —| 1 mm —

il | —

i | —— w |

Se coloca un cubreobjetos sobre la zona cuadricul ada, de manera que queda una distancia de 0.1 mm en-

tre el cubreobjetosy lacamara. Esto determina que €l liquido quede contenido en toda la cdmara un volumen
esde 0.1 mm3.

Volumen del cuadrado chico = &rea x altura=0,0025x 0,1= 2,5 x 10* mm3®=2,5 x 10" mL
Volumen del cuadrado mediano=2,5 x 107 x 16 =4.0 x10® mL

Ventajas del método: Desventajas del método:
Esrapido La cantidad de muestra analizada es poca
Losfrotis se pueden guardar Provoca cansancio del operador

Las exigencias de equipo son minimas | Sdlo sirve para muestras con cargas superiores a 10.000 por mL.

Se pueden observar las diferentes morfo-| Esdificil distinguir los microorganismos de las particulas
logias de los microorganismos. de muestra

Se observan tanto los microorganismos | Unainadecuada distribucion de la muestra sobre la superficie
viables como los no viables del portaobjetos puede ocasionar serios errores.

* Recuento de viables

* Recuento deviablesen placa

Permite la determinaci 6n de | os microorgani smos presentes en una muestra en base a su desarrollo en medio
de cultivo en placas, formando colonias. Por |0 tanto se determinan por este método solo las células microbianas
viables (capaces de desarrollarse en un medio adecuado) en las condiciones de trabajo (nutrientes, atmosfera,
temperatura).

Las colonias se consideran originadas a partir de una célula, pero a veces la metodologia conduce a que
puedan surgir de un grupo de células, por lo que se utiliza mucho el término: unidades for mador as de colo-
nias (u.f.c.). Ademas, alos efectos de que todas las células que queden en una placa tengan una adecuada
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disponibilidad de nutrientes, y que los errores del método sean menores, se establece que las condiciones
Optimas de conteo se dan cuando desarrollan entre 30 y 300 colonias por placa o menos segun el caso. Cuando
esto no se cumple se considera el valor obtenido como una estimacion del recuento, y Si es posible se repite
hasta caer en las condiciones Gptimas.

Procedimiento

La preparacién de la muestra se realiza como para cualquier método utilizando diluyentes adecuados. Se
preparan suspensiones-diluciones de 1 en 10 sucesivas, partiendo en general de 10 gramos de muestra parala
primer dilucion en 90 mL dediluyente estéril (1:100=1.10?). Setomal mL de éstaque se descargaen 9 mL de
diluyentey asi sucesivamente.

Segln la carga esperada, o permitida, se eligen las diluciones a sembrar. Generalmente, se siembran no
menos de tres diluciones consecutivas Ej.: 1:10 (10%), 1:100 (10?), 1:1000 (1073).

Unavez preparadas las diluciones, se siembra dentro de los 15 minutos siguientes. Antes de la siembra se
rotulan las placas.

Siembra en superficie

Se depositaen lasuperficie delas placas que ya contienen el medio de cultivo adecuado para cada microor-
ganismo en estudio, 0.1 mL o 100 pl de cadadilucion. Se realiza duplicado para cada dilucion. Se empleala
misma pipeta paratodas las diluciones y se comienza por lamas diluida. Luego de redlizada la descarga de la
muestra, se procede a extenderla sobre toda la superficie de las placas, usando rastrillo estéril, en el mismo
orden que lasiembra (0 sea de la més diluida a la mas concentrada).

Siembraincor porada

Se procede de la dilucién mayor alamenor, y se deposita 1 mL de cada dilucién en placas estériles, vacias,
por duplicado. Posteriormente, se agrega a cada placa 15 a 20 mL del medio de cultivo aemplear, previamente
fundido y mantenido a45°C en bafio o estufa. Se agitamoviendo |a placa tapada sobre |a superficie delamesa
con movimiento circular, horario y antihorario, con movimientos haciaarribay haciaabajo (sempre sin levan-
tar laplaca de lamesa).

En algunas situaciones puede sembrarse un volumen diferente, en general no més de 2.5 mL por placa.

Unavez enfriado el agar en el caso del incorporado, y secadalamuestra
en € caso de superficie, las placas se invierten, y se ponen en la estufa
que corresponde seglin los microorganismos a contar, incubandose el
tiempo propuesto en la técnica correspondiente. El conteo de las colo-
nias se realiza con la ayuda de unalupa como se observaen lasiguiente
figura.

Se cuentan las placas que tengan entre 30 y 300 colonias. Se efectlia €l
célculo promediando los valores y multiplicando por la inversa de la
dilucion.

Unavez estimado el nimero de colonias por placa, se aplicael factor de
correccion para expresar € resultado por gramo o mL de muestra, de
acuerdo al método utilizado, y alas diluciones sembradas.

! Se informan los resultados de recuento con s6lo dos cifras significati-
E vas, redondeando los valores cuando corresponda.
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Ejempl0:142 colonias en promedio de 3 cajas en ladilucion 10 # . Resultado: 1,4.10° ufc/g o mL. dela
muestra

Ventajasy desventajas de ambos métodos

Incor porado Superficie

Mayor cantidad de muestra Menor cantidad de muestra

Mas fiable Mayor error

Mejor aprovechamiento de nutrientes Menor aprovechamiento de nutrientes

Dificultades a subcultivar las colonias incorporadas Facilidad para subcultivar colonias

a medio de cultivo

Lavisualizacion individual de las colonias es mas Fécil visualizacion

dificultosa

Temperatura del agar puede afectar € crecimiento No se afectan las

de agunas cepas termosensibles células termosensibles de ciertos
microorganisSmos

Se desarrollan microaerofilicos En aerobiosis solo crecen aerobiosy

anaerobios facultativos

NuUmero mas probable (NMP)

Se basa en la determinacion de la presencia o ausencia de un determinado tipo de microorganismo (en
funcion de que crezcan o de que produzcan determinada reaccion en € medio), en diferentes cantidades de
muestra.

Segun el tipo de microorganismo que se desea contar se utilizan medios de enriquecimiento selectivos, o
medios de propagacién. En funcién de esto se pude considerar como positivos aquellos tubos en los que:

a) hubo crecimiento visualizado por aparicion de turbidez

b) hubo crecimiento visualizado por desaparicion del sustrato (reaccion quimica coloreada) y/o apa-
ricion de producto final del metabolismo (g. nitritos o nitratos en medio con sales de amonio)

Cada tubo positivo, significa que en la cantidad de muestraen é sembrada habia por o menos 1 microor-
ganismo de los que se esté contando. La interpretacion de los resultados, se hace en base a una distribucion
de tipo Poisson, y en general se emplean tablas, como la de Mc Grady, con 3 0 5 tubos por cada dilucion,
preparadas de acuerdo ala cantidad de muestra que se siembra en cada serie de tubos.
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Ejemplo:

N° de tubos sembrados: 3 3 3
Volumen por tubo (mL) 1 1 1
Dilucion de la muestra: 102 103 10*
Equivalente en gramos/tubo 0.01 0.001 0.0001
Tubos positivos 3 2 0

El resultado 3-2-0 se buscaen tablay se obtiene un valor de 9,5/mL deladilucion 107,

NM P de (tipo de microorganismo) = 950/gramo = 9,5.10%g o en logaritmo=2,98

Ventajasy desventajas del método

Este método es especialmente Util paradeterminar cargas microbianas bajas, menores de 10 por gramo, pero
puede igual mente empl earse para cargas mayores utilizando | as dil uciones apropiadas. Se prefiere también este
método cuando los microorganismos son de lento crecimiento, o cuando han sido sometidos a condiciones
adversas (temperatura alta, desecacion, etc.).

Es posible enumerar también por este método microorganismos anaerobios utilizando en los tubos medio
prerreducido, que se tapan con un tapédn de vaselina-parafina luego de inocular y se incuban en condiciones
aerobias.

* Filtracion por membrana

Este método consiste en hacer pasar un volumen determinado de muestra liquida, o solucion en agua o en
solvente apropiado através de un filtro de membranaestéril (didmetro 50 mm, poro 0.45 um), colocado en un
equipo de filtracion. Los filtros pueden ser de distintos materiales; en microbiologia se emplean de nitrato o
acetato de celulosa.

Luego de enjuagar con soluciones estériles apropiadas seretirael filtro, y selo coloca sobre lasuperficie de
una placa de Petri con el medio de cultivo a utilizar y se incuba

Transcurrido el tiempo de incubacién, se cuentan las colonias desarrolladas en € filtro. Se consideraquelas
condiciones 6ptimas del método se dan cuando se desarrollan entre 20 y 200 colonias en €l filtro. Se utilizan
filtros reticulados y toda vez que se utilice el promedio por cuadrado, €l recuento se informa como estimado.

* Ventajasy desventajas
1.Sirve paradeterminar car gas muy bajas, pues se puede filtrar volimenes de 100 y hasta 500mL por vez.

2.Es ademas el método de el eccidn para muestras liquidas o solubles que contienen agentes
antimicrobianos, por cuanto no es necesario neutralizarl os.

Unavez conocido el nimero de colonias por filtro, se expresa el valor en u.f.c. a igual que el recuento en
placa expresandolo por gramo, o mililitro de muestra.

2. Determinacion de la masa celular

e Turbidimetria

Este método da informacién sobre el contenido de macromoléculas, y no sobre el nimero de células. En el
laboratorio de microbiologia se usa un colorimetro, o un espectrofotometro y se mide la absorbancia de la
suspension de microorganismos en comparacion con un blanco que es e medio esterilizado, y sin sembrar.
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Cuanto mayor es el nimero de células en suspension, tanto menor es el porcentaje de luz que atraviesa €l
medio.

Parautilizar lamedidade laabsorbanciacomo método de recuento, es necesario hacer para cada microorga-
nismo una curva de calibracion, midiendo € ndmero de microorganismos por otro método de recuento. El
método se emplea fundamentalmente para preparar inécul os, cuando se trabaja con cultivos puros.

Este método s6lo da una estimacion del nimero de microorganismos (viablesy no viables) y sirve solo
para cargas atas. Por otra parte, es muy rpido.

Algunas aplicaciones de recuentos

Microor ganismos indicadores

Los métodos usados parael aislamientoy el recuento de |os microorgani smos patdgenos en agua, alimentos,
etc. pueden no ser eficaces debido a que dichos microorganismos se encuentran en muy baja cantidad, sobre
todo en presencia de nimeros atos de otros microorganismos, o que tengan una distribucion irregular en el
producto. Aun cuando se cuenta con métodos sensibles, en general son largosy costosos.

Se utilizan grupos de microor ganismosindicador es deinocuidad, de deteccion y enumeracion masfaciles
y Cuya presencia en cierto nimero se considera como una indicacion de que la muestra estuvo expuesta a
condiciones que pudieron determinar la llegada a la misma de microorganismos peligrosos y/o permitir la
proliferacion de especies patdgenas.

Se usan aquellos cuya relacion con los patdgenos ha sido estudiada. Los indicadores més frecuentes son:

- mesofilos aerobios totales

- Enterobacterias

- Coliformestotalesy fecales

- Estreptococos fecales

- Enterococos

- Clostridios sulfito-reductores

Agua

El andlisis microbiol 6gico de muestras de aguatiende a determinar la calidad sanitaria de éstas'y su aptitud
para distintos usos. En general, los métodos utilizados estéan disefiados de modo de detectar €l grado de conta-
minacion del agua con desechos de origen humano y/o animal.

Tradicionalmente se han usado ensayos para la determinacion de microor ganismos indicador es mas que
paraladeterminacion de patdgenos. El grupo de bacterias coliformes hasido siempre €l principal indicador de
calidad delos distintos tipos de agua; € nimero de coliformes en unamuestra se usa como criterio de contami-
naciony por lo tanto, de calidad sanitariadelamisma. Un método muy utilizado parael recuento de coliformes
en agua hasido siempre el NMP, pero han ido variando |os medios de cultivo, las condicionesy las técnicas de
manera de obtener cada vez mayor sensibilidad y precisién. Los distintos métodos de NMP para coliformes
totales se basan, en primera instancia, en una seleccion de |os microorganismos que producen &cido y gas de
lactosa a 35°C. Por €llo, €l primer paso es siempre la siembra en tubos de algin caldo lactosado, con o sin
inhibidores, con tubo de fermentaci én pararecoger € gas que puedaproducirse. A esto sigue una confirmacion
en un medio liquido selectivo y/o unadeterminacion de los coliformes fecales cuyadiferenciacion serealizaen
base a hecho de que pueda producir gas de lactosa en un medio apropiado cuando se incuba a 44,5°C mientras
gue los demés coliformes no. También es muy utilizado € método de filtracién por membrana para €
recuento de bacterias coliformes totales y fecales. Es un método altamente reproducible, puede usarse para
analizar volumenes de muestra relativamente grandes y se obtienen resultados en menor tiempo que con €l
NMP. Sin embargo, no puede aplicarse a cualquier tipo de muestray tiene sus limitaciones.
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Evaluacion del crecimiento

1) Determine el nimero total de células por mL. Deun cultivo de levaduras por |acdmara de Neubauer, con
25 cuadrados grandes, divididos en 16 chicos. Datos de éstos: A= 0,0025mm?  h=0,1mm

Resultados: N° células/cuadrado chico: 18, 32, 45, 88, 68, 19, 46, 69, 70

2) En qué se diferencian los métodos de recuento totales de |os de viables?

3) Citelas principales limitaciones y ventajas que posee el método de recuento en medios sdlidos

4) Si tiene un cultivo bacteriano en medio liquido, qué procedimiento rapido de recuento emplearia?

5) Explique un procedimiento para recuento de coliformes en agua de mar.

6) ¢Para qué se utilizan estas técnicas en laindustria?

7) Investiga qué métodos comercial es existen para el conteo de bacterias, hongosy levaduras.

8) ¢Cud es el fundamento de los métodos que investigaste?
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Practico 10
EFECTO DEL AMBIENTE FISICO Y QUiM ICO
SOBRE LOSMICROORGANISMOS

Ambientefisico

1) Analicelosresultados (N°de células/mL de medio, como cosecha méxima) de laincubacién de un cul-
tivo bacteriano en un medio de cultivo adecuado a tres temperaturas.

Sefial e de estos datos |atemperatura dptimade crecimiento y como determinarialas temperaturas minimay
maxima. Qué representan ellas?

Temperatura N° de microorganismos/mL
25°C 15x10°
28°C 25x 104
37°C 3,5x10°
45°C 2,3x 104

2) Lasiguiente figura muestra la variacion de lavelocidad de crecimiento en funcién de latemperatura
de incubacién para microorganismos diferentes. Clasifique los grupos microbianos de acuerdo al efecto de la
temperatura en su crecimiento.

Vc vV

3) Complete e cuadro

Rango de temperatura | Temperatura éptima | Ambientes donde se encuentran
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4) Se sometid una poblacién de bacterias mesofilas ala accion de 50°C de calor himedo, obteniéndose
los siguientes resultados:

log,,N°mL
c 4

5 | N

0 10 20 30 40 50Tiempo (minutos)

Dibuje las curvas que se obtendrian si se emplearan 60 y 80°C y explique los resultados

5) Las altas temperaturas se emplean para destruir alos microorganismos. Sefiale ejemplos de técnicas de
esterilizacion que haya usado en el curso.

6) Se pueden usar las bajas temperaturas con los mismos fines?

7) Un medio con sustancias termol abiles se someti6 a tindalizacion para su esterilizacion

Tem°C log n° viables mL
10 horas 10 horas
10
30
24 horas 24 horas
0

tiempo tiempo

a) Grafigue lavariacion del N° de viables hasta la esterilizacién y explique el por qué de su respuesta

b) Qué otro método maés rapido se aplica hoy para estos casos?
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8) Cinco microorganismos se sembraron en medio solidos aptos para el desarrollo de cada uno (siembra
en picadura en agar) observandose:

T

Explique las relaciones con &l O, y clasifique a estos microorganismos (a,b,c,d,e)
9) Dos microorganismos se sembraron simultaneamente en un medio liquido, obteniéndose los siguientes
resultados:

log,,N°mL
9

P N W b, 01O N 0

0 5 10 15 20 Tiempo (horas)

Como clasificaria alos microorganismos ay b seglin sus requerimientos de O,? Fundamente su eleccion

10) Sefiale las mejores condiciones de aereacién para un cultivo creciendo en un Erlenmeyer de 500mL :

con 50 mL de medio agitado
con 200 mL de medio no agitado
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11) Qué métodos se emplean para el aidamiento de anaerobios?

12) El medio interno de los microorganismos es cercano ala neutralidad. Sin embrago ellos pertenecen a
alguno de estos grupos, seguin €l rango de pH en que pueden desarrollarse:

\Y

c

a 1 2 3 4 3 & T g o 10 ph

a) Clasifique alos microorganismos | Il y I11 segun su pH 6ptimo de crecimiento y explique lafuncién
delamembrana celular

13) Dos micoorganismos neutréfilos A 'y B se cultivaron apH 7, observandose la siguiente evolucion de
pH del medio de cultivo:

a 3 10 15 20 horas

a)Clasifique alos microorganismos A y B seguin el efecto que causan en € pH del medio de cultivo y cite
egjemplos de ellos.

b) Qué ocurre pasadas las 10 horas?
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14) El microorganismo B del gjercicio anterior se cultivo en el mismo medio con y sin agregado de fosfato
monoy dipotasico. Lassiguientes gréficasindican |osresultados obtenidosen el crecimiento del microorganismo
y en el pH del medio.

log N°/mL
g ph

N\

. t
Grafical: Crecimiento Grafica 2: ph del medio

a) Como explicalos resultados

b) Como se denominan |os pares de sales usadas en los medios de cultivos con este fin?

15) Todas las céulas tienen la misma capacidad de soportar variaciones de presién osmotica?

16) Complete el siguiente cuadro especificando el efecto que sufririan las células a colocarlas en distintos
medios

medio Céulas con pared Células sin pared

| sotonico

Hipotonico

Hipertonico

17) Indique el efecto de |os distintos tipos de radiaciones sobre el desarrollo microbiano. Y cuales son las
més nocivas.
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18) Las radiaciones afectan por igual a células procariotas, eucariotas diplodesy poliploides?

Efecto de las sustancias quimicas en €l crecimiento microbiano

Actividad inhibitoria de diferentes sustancias quimicas
| Sustancias que destruyen o dafian la organizacion estructural dela célula

destruyen componentes principales. desnaturalizacion de proteinas (al coholes, fenoles)
destruyen la pared (lisozima)
dafian funciones de la membrana (fenoles, cresoles, detergentes catidnicos, aniénicos (jabones), ciertos
antibiéticos: polimixina E, colorantes y metales pesados
* se combinan con &cidos nucleicos: colorantes basicos como €l violeta de Genciana, acriflavina

Il Sustancias queinterfieren en el metabolismo bioenergético

* inactivan enzimas. sales de metal es pesados, mercuriales
* se combinan con grupos prostéticos de enzimas:. cianuro
*  compiten con sustratos de enzimas. CO

* previenen lafosforilacion oxidativa: dinitrofenol

Il Sustancias queinterfieren en la biosintesisy en el crecimiento

* previenen la sintesis normal de proteinas; andlogos de aminoacidos como €l 5 metil triptofano);
cloranfenicol

idem en &cidos nucleicos: analogos de bases puricasy pirimidicas : 6 mercaptopurina, 5 bromouracilo
idem de coenzimas: las sulfas

idem de |la pared: penicilina, cicloserina

* X *

1) Tres sustancias quimicas se afiadieron a distintas muestras de un microorganismo creciendo
exponencial mente en un medio de cultivo adecuado.
Analice los resultados, clasifique alas sustancias por su efecto en el crecimiento y de gjemplos de cada

unadeé€llas

2) A qué llamamaos agentes quimioterapéuticos? Ejemplos de ellos

4) Por qué se siguen empleando las sulfas y anélogos de factores de crecimiento en el tratamiento de
afecciones microbianas?

5) ¢En gqué etapa de la curva de crecimiento se producen |os antibi6ticos?
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6) Cite algunos géneros de microorganismos productores de antibiticos

7) Sefide modo de accidén de los antibidticos y estructuras celulares atacadas

8) ¢Qué se entiende por resistencia alos antibidticos y como se transmite de una bacteria a otra?

Desinfectantesy antisépticos
Esterilizacion: proceso de destruccion y/o eliminacion de todas las formas de vida microbiana
Desinfeccidn: es el proceso de destruccion de agentes infecciosos

Desinfectantes. son aguellas sustancias quimicas que matan las formas vegetativas y no necesariamente las
formas de resistencia de los microorganismos patdgenos. Se refiere a sustancias empleadas sobre objetos
inanimados.

Antisépticos. son aquellas sustancias quimicas que previenen €l crecimiento o accion delosmicroorganismos
ya sea destruyéndol os o inhibiendo su crecimiento y actividad, Se refiere a sustancias que se pueden aplicar
sobre piel y mucosas.

I nor ganicos

1- Metales: los mas efectivos son el mercurio, la plata, cobre y zinc. Actlan inactivando las proteinas
celulares al combinarse con ellas, via grupos sulfuro y disulfuro. Compuestos con Hg se emplean como
antisépticos en heridas superficiales de la piel y mucosas (mercuriocromo, mertiolato).

2- Acidosy alcalis. actlan aterando la permeabilidad y coagulando proteinas. En general |os acidos son
més eficaces que los dcalis. Los &cidos sulfarico, nitrico, el NaOH y el KOH, tienen aplicacion limitada
debido a su naturaleza calsticay corrosiva. Aun asi, la soda se usa en laindustria del vino paralimpiar
cubas de madera.

3- Compuestosinor ganicosoxidantes: oxidan componentes delamembranay enzimas. El aguaoxigenada
(H202) al 6% (20 volumenes) se usa como antiséptico en pequefias heridas de la pi€l.
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4- Halbgenos: €l cloroy el yodo son componentes de muchos antimicrobainos. Son fuertemente oxidantes
por lo que son atamente reactivos y destructivos para componentes de la célula microbiana.

Cloro: la muerte se produce por la combinacion directa del cloro con proteinas de membranas celulares o
enzimas. Con €l agua desprende oxigeno naciente (O) que oxidala materia orgénica
Cl,+H, HCl + HCIO (&cido hipocloroso)——HCI + O
El gas cloro licuado se usa en la desinfeccion del agua para beber y la de las piscinas. El hipoclorito de
sodio al 1% se usa como desinfectante domiciliario.

lodo: su accion es también oxidante. Se combina con el aminoacido tirosina, resultando lainactivacion de
enzimasy proteinas. Se usacomo: i) tinturade yodo, solucién alcohdlica de yodo mésioduro de potasio
(IK) ode sodio (Nal); ii) iodoforos, que son mezclas de yodo con compuesto que actlian como agentes
transportadores y solubilizadores del yodo. No dafiana si lapiel.

Organicos

1- Alcoholes: el acohol metilico (1C) es menos bactericida que € etilico (2C) y ademés es altamente
téxico. A medida que aumenta la cadena carbonada se incrementa el poder bactericida. Actlan
desnaturalizando las proteinas, disolviendo las capas lipidicas y como agentes deshidratantes. El etanol
a 96% se usa como antiséptico de la piel y como desinfectante en agunos instrumentos, como tijeras,
bisturies, etc. (que luego se pueden incinerar alallama).

2- Fenol y derivados: solucion acuosa al 5% de fenol mata répidamente a las células vegetativas de los
microorganismos. Las esporas son mucho més resistentes. Es reemplazado por compuestos fendlicos,
gue son derivados del fenol menos toxicas y mas activas frente a los microorganismos. El fenol y sus
derivados actlian alterando la permeabilidad de la membranay desnaturalizando proteinas.

Preguntas

9) Sefiae diferencias entre sustancias antisépticas y desinfectantes

10) Puede una misma sustancia actuar en ambas categorias
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] Préctico 11 )
CITOLOGIAY MORFOLOGIA DE HONGOS

Caracteristicas generales

. eucariotas

. heterotrofos

. unicelulares o
filamentosos

’ il oA A et
unicelulares filamentosos
Morfologia

Basandose en la apari encia macroscopica de la col onia se pueden diferenciar dos tipos de hongos. Si produ-
cen colonias opacas, cremosas o pastosas se denominan levaduras; si producen crecimientos aéreos, velludos,
algodonosos se llaman hongos filamentosos.

Existe un tercer grupo que se desarrolla como levaduras cuando crece a 37°C y como hongo filamentoso a
25°C. Este fendbmeno se denomina dimorfismo.

Las hifas son tubos que contienen nuicleos y citoplasma. Pueden presentar septos (micelio tabicado) o no
(cenacitico).

L os septos se desarrollan por crecimiento centripeto y presentan poros que conectan los distintos segmentos
de lahifa permitiendo €l pasaje de nicleo y organelos. Su tamafio varia desde 0,05-0,5mm.

- =) g = e T AR
-5 ¥ ; 2 - .

Pueden existir elementos de resistencia como |0s esclerocios que son masas endurecidas de micelio pre-
sentes en algunos géneros de Ascomycotinay Basidiomycotina
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Los hongos se pueden reproducir asexuada y sexualmente. La reproduccion asexuada puede ocurrir por
propagaci én vegetativaapartir de fragmentos de micelio, o por formacion de esporas de distinto tipo (conidios,
esporangiosporas, etc.).La reproduccion sexuada se caracteriza por la union de dos nucleos que dan lugar a
esporas sexuadas (zigosporas, ascosporas, etc.).

Esporas sexuales

wt?’

Esporas asexuales

En genera lareproduccion asexuada es mas importante para
lapropagaci 6n de la especie. En muchos hongoslareproduccion Pt _
sexuada se da solo unavez al afio. Hay un grupo de hongos alos { J RN
gue no se les conoce reproduccion sexuada. Existe otro grupo - : N H
gue no forma esporas de ningun tipo y solo se reproduce por
fragmentacion del micelio.

e

W

Nutricion

i,

quimioheterétrofos AV
nutricion depende de la liberacion de enzimas degradativas e
absorben nutrientes através de lamembrana celular y lapared '+ /) |
general mente absorben monosacaridos solubles y aminoacidos & - e
son los principal es descomponedores de compuestos organicos

"

ey B

Crecimiento

Crecimiento hifal:

El crecimiento es apical. El dpice es sensible a varios factores ambientales (calor, shock frio, luz, contac-
to fisico).

Crecimiento en levaduras:

* No polar

* pequeiias vesiculas de agrupan en lugares donde se forman
* nuevos brotes
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Clasificacién
Myxomycota (organismos sin pared)
A ACRASIOMYCETES mohos mucilaginosos celulares
B HYDROMYXOMYCETES mohos mucilaginosos reticulares

C MYXOMYCETES mohos mucilaginosos verdaderos
D PLASMODIOHOROMYCETES mohos mucilaginosos endoparésitos

Eumycota (hongos verdaderos con pared)

A MASTYGOMYCOTINA producen esporas asexual es flageladas

i)Chytridiomycetes
ii) Oomycetes

BZYGOMYCOTINA miceliales, cenociticos
esporas asexuales en esporangio

i) Zygomycetes por lo general saprofitos

i) Trichomycetes parésitos en intestino de artrépodos

C ASCOMYCOTINA micelio septado o levaduras
esporas asexuales no se forman en esporangio
esporas sexuales se forman en un asca

i) Hemiascomycetes  levaduras o miceliales
asca no encerrada en ascocarpo

ii) Euascomycetes miceliales
ascas en ascocar po

D DEUTEROMYCOTINA micelio septado o levaduras

esporas asexual es como Ascomycotina
no hay reproduccion sexual o se desconoce

E BASIDIOMYCOTINA micelio septado o levaduras
esporas asexuales ausentes o como Ascomycetes
esporas sexuales en basidio

i) Teliomycetes sin basidiocarpo. Royasy carbones

ii) Hymenomycetes basidiocarpo seta o repisa,
basidio descubierto

iii) Gasteromycetes  basidiocarpos que encierran los basidios
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1. Zygomycotina

Estructura: Hongos filamentosos con micelio no tabicado, cenocitico.
Pueden presentar érganos de fijacion: rizoides, tipicos de Rhizopus sp.

Reproduccion:

*ASEXUADA: clamidosporas: células vegetativas que se rodean de una pared gruesa
constituyendo alavez elementos de resistencia y que luego dan origen a micelio.

esporangiospor as. esporas producidas enddégenamente dentro de un esporangio. A veces, como en Mucor
sp., el esporangio puede presentar unacolumela. Lacolumelaesunavesiculao parte central del esporangio que
es continua con el esporangiéforo (hifa que genera el esporangio)

sporangium
oolumella

collapsed

sporangiophore

SR\
:_’““‘H\*-}J' e

%@3mmm

» SEXUADA: zygospor as. estructuras marrones o negras, con paredes gruesas que frecuentemente estén
cubiertas por espinas, formadas por lafusion de dos gametangios Ej.: Rhizopus stol onifer

esporangio

zygospora
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Estructura: Hongos filamentosos con micelio septado y levaduras.
Reproduccion:

* ASEXUADA: gemacion (o fision ) en levadur as conidios formados en conidioforo
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conidioforo
» SEXUADA: ascospor as contenidas en un asca que se forma frecuentemente por cariogamia (fusién) de
2 nucleos distintos. Generalmente se forman 8 aunque pueden formarse 2 0 4 esporas. Las ascas pueden estar
incluidas o no dentro de un ascocarno.

i
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Formacion de ascas 'y ascocarpo
3 Basidiomycotina
Estructura: Hongos filamentosos con micelio septado y algunas levaduras.
Reproduccion:
» ASEXUADA: crecimiento vegetativo, raravez forman esporas

* encuentran contenidos en basidiocarpos.

- ;;:F"

5] e

| AL
&

basidiocarpo sombrero basidiocarpo seta
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4 Deuteromycotina

Se agrupan aqui los hongos a los que no se les conoce forma de reproduccion sexuada. Se presume que
son estados no sexuados de Ascomycotina (o més raramente Basidiomycoting) cuyos estados sexuados no
han sido descubiertos.

Si se observa el estado sexuado de una especie de Deuteromycotina, ambos estados se transfieren al grupo
de hongos ascomycetes o basidiomycetes correspondiente.

Estructura: hongos filamentosos con micelio tabicado y levaduras.

Reproduccion:  esporas asexuales (conidios), formadas en células especializadas que pueden encontrarse
en unahifaespecializada: €l conidi6foro. Laformaen que seoriginen daralugar aunadistribucion en solitario,
en racimos o0 en cadenas.

Ej: macroconidias, g. Alternaria o Fusarium

En algunos géneros, las cél ulas formadoras conidios se alargan denominandose fidlides, g.: Penicillium, se
ramifican, €. Botrytis), o €l extremo se dilata, g.: Aspergillus

L os conidioforos pueden estar contenidos dentro de pycnidios, g.: Phoma. Los pycnidios son cuerpos de
fructificacion globosos, con forma de matraz y poseen una apertura apical |lamada ostiolo.
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PARTE PRACTICA

En la identificacion de hongos filamentosos juega un rol muy importante las caracteristicas
morfol 6gicas macro y microscopicas.

Obser vacion macroscopica:
Realice la observacion macroscopica de la coloniay describa el micelio segun:
- su situacion: aéreo o profundo
- su morfologia: velludo, glabro, rugoso, etc.
- su coloracion
- presencia o no de pigmentos que difundan al medio
Obser vacion microscopica:

Para |a observacién microscopica se debe tratar de mantener las estructuras 1o mésintactas posible.
a - Puede observarse directamente la placa de Petri con bajo aumento.

b - Serealizan preparaciones entre portay cubreobjeto:

«  Secolocaen un portaobjeto unagota de una solucion decolorante de Lactofenol o KOH al 10 % o deuna
solucién colorante de azul de metileno.

e Se corta con el ansa una pequefia porcion del material a estudiar o para disminuir el dafio, se puede
utilizar un trocito de cinta adhesiva que se presiona suavemente sobre € cultivo.

» Secolocad material o €l trozo de cintaen lagota, se cubre con un cubreobjeto y se presiona suavemente.

e Seobserva conbajo aumento.
Prepar acion de hongos de muestras directas para ser observados ( 10 y 40 X).
Preguntas
1) Redlice unacaracterizacion general de los hongos

2) Expliquelos criterios taxonémicos empleados en su taxonomia

3) Describalostipos de septos o tabiques que pueden poseer las hifas de los hongos



4) Describalas distintas formas de reproduccién asexual de los hongos

5) Nombrey describalos tipos de esporas sexuales que pueden poseer |os hongos

6) Similitudesy diferencias entre hongos filamentosos y las levaduras

7) Caracterice la subdivision Zygomycotina

8) Idem paralasubdivision Ascomycotina

9) Idem paralasubdivisién Basidyomicotina

10) Idem parala subdivision Deuteromycotina

11) Enreferenciaamedios de cultivos:

a. describalos tipos de medios de cultivo y cite ggemplos

b. nombre en general los principales nutrientes y condiciones necesarias para el cultivo de hongos
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) Practico 12
GENETICA DE PROCARIOTAS
LOSBACTERIOFAGOS

1) Sefiale los elementos genéticos presentes en una célula procariotay explique su participacion relativa en la
informacion genéticade la célula.

2) Redlice e esguema de un plasmido. Sefiale diferentes zonas que han sido reconocidas y € rol que cumplen

3) Qué representa su pérdida para la célula portadora? Por qué son muy empleados como herramienta en

genética de procariotas?

4) Compare los mecanismos de division celular de una célula procariotay una eucariota

5) Mencione los mecanismos que aseguran variabilidad en bacterias
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6) Complete e cuadro relativo alos mecanismos de transferencia horizontal de genes en procariotas

M ecanismos Caracteristicas

1)

2)

3

7) Se realiz6 recombinacién de dos cultivos bacterianos:

A histidina+ B histidina-
leucina - leucina +

Se obtuvo un recombinante que crecié en un medio sin los aminoécidos. Como se puede verificar € meca
nismo actuante en este caso?

8) ¢Cud (es) de los mecanismos son muy similares anivel molecular y por qué?

9) Expligue el mecanismo de transduccion . ¢Cuando se habla de transduccién generalizaday especiali-
zada?
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10) Esquematice el proceso de recombinacion en laque interviene:
) un pldsmido
[1) un segmento de cromosoma

11) Explique el proceso de conjugacion y la conversion de unacélulaF en F

12) Concepto de mutaciones. Disefie un experimento paraaislar mutantes de rhizobio resistentesapH écido

13) Analiceloscicloslitico y lisogénico de un bacteriofago
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Practico 13
ECOLOGIA MICROBIANA

1) Complete conceptosy sefiale g emplos
* ambiente
« ecologia microbiana
* ecosistema

comunidad

poblacién

individuo

autoecologia

« sinecologia

2) Poblaciones autéctonasy adctonas. Ejemplos en un suelo sin cultivar y en el mismo con tréboles.

3) Sefiale algun microorganismo productor de materia organicay su rol en la naturaleza.

4) ldem para microorganismos degradadores de materia organica.

5) Interacciones en el ecosistema suelo-plantay sefiale ejemplos de algunas de ellas.

6) El suelo como ambiente parala microflora. Factores que regulan la actividad bioldgica.

7) Analicelaaplicacion delas siguientes metodol ogias de eval uacién de laactividad biol 6gicaen ecosistema
naturales:
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M étodos de estudio

Observaciones in-situ
Densidades microbianas
Recuentos de viables:

grupos fisiol6gicos: celulaliticos, fijadores de N.,, amiloliticos, solubilizadores de fosfatos

2!

Biomasa microbiana C-N-P— biomasa (kg/ha)

I) Recuentosy peso de cada organismo

I1) Método de fumigaci6on -incubacion :
diferencias en flujo C-CO,, entre muestras fumigadas y no fumigadas con cloroformo y
reinoculadas con suelo fresco

Actividad biolégica global
Respiracion (CO,, O,), enzimas (deshidrogenasas, fosfatadas, ureasas), metabolitos finales
(amonioy /o nitrgto) i%icial&

Componentes celulares
Acidos nucléicos, perfil de &cidos grasos, de proteinas, hidratos de C

8) Se emplean diferentes coeficientes como metodologia de estudio en ecologia microbiana, analice qué

representa cada uno:

Coeficiente de mineralizaciodn del C-organico= (C-CO,,/100g suelo seco/Ctotal%)x 100
Cosficiente de mineralizacién del N orgénico = (mg N-{amonio+nitrato)/Norg.) x 100
C-biomasa microbiana/Ctotal = (mgC—COzbiomasa/1009 suelo seco/Ctotal %) x 100

Biomasa microbiana

Es unafraccién dinamicade los ecosistemas y corresponde al carbono organico gue se encuentraen células

microbianas vivas, se evalUa por:

Recuentos microbianosy célculo delahbiomasa (kg/ha) conociendo el peso promedio delos organismosen

estudio

Técnica defumigacién/re-inoculacion de Jenkinson y Powlson (1976), por andlisisdel C-CO,, liberado en
muestras de suel o previamente fumigadas con cloroformo, desfumigadas y posteriormente ingcul adas con

suelo fresco, y en muestras con suelo sin fumigar.

Técnica;

« lasmuestras de suelo, frescas o secadas al airey tamizadas a2 mm se dividen en dos partes de 50 g cada
una, unade ellas se expone alos vapores de cloroformo puro, obtenidosal efectuar vacio en desecador de
vidrio cerrado herméticamente, con las muestras de suelo en tapas de cajas de Petri y €l cloroformo en

vasito central

« dejar en contacto con los vapores por 24 h a 28°C

» desfumigar por repetidas aspiraciones con bomba de vacio hasta desaparicién del olor tipico del cloro-

formo
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» llevar a capacidad de campo o a la humedad deseada con agua e inocular con 0,4% de suelo fresco,
mezclado cuidadosamente con €l resto del suelo

¢ suelo no fumigado se mantuvo el mismo periodo a 28°C y luego se llevé ala misma humedad

» las muestras se incuban en frascos herméticamente cerrados para la evaluacion del COZ’ con 20 ml
NaOH 0,5 N enlosvasitos. Efectuar blancos, sin suelo

 valorar alosdiez diasdeincubacion a28°C lasodalibre, pasando el contenido del vasito aun matraz con
ayuda de agua, agregar 5mL de Cl Bay gotas de fenoftaleina. Desde una bureta agregar HCI 0,5 N
hasta decol oracion.

» las muestras no fumigadas, se valoran de lamismaforma

pH

/HDH indicator HCI
dlazy b
y \ ’

Resultados: Biomasa (mg C-C02/100 g suelo seco) = X-Y/k

donde:
X= mg C-C02/100 g suelo fumigado, reinoculado e incubado durante 0-10 dias

Y= mg C-C02/100 g suelo no fumigado e incubado 10 dias

k= constante, 0,45 para muchos autores, que representa la fraccién de la biomasa total
del suelo que puede ser mineralizada en estas condiciones (10 dias, 28°C)

Biomasa como fraccién del C%:
Se expresala proporcion del carbono orgénico total que esta como biomasa

Corg-biomasa% = mg C-CO.,/100 g suelo x 100
C% (§/100)

Nota: igualar las unidades en numerador y denominador.

Se pueden expresar |os resultados como N-biomasa procediendo a extraer el N- NH4" de
las muestras incubadas con KCI 2N y valorando con el ectrodos especificos o destilacion
por arrastre de vapor y valoracion con écido; P-biomasa: extrayendo el P soluble luego
de lasincubaciones.

9) Calculos de biomasa microbiana
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» Técnicadefumigacién/inoculacion: calculelafraccion del carbono total (2%) que representalabiomasa
microbiana, sabiendo que en laavaluacién delamismase liberaron 184mgC-C02/100g suel o seco fumigado y
reinoculado y 150 mgC-C02/100g suelo seco no fumigado e incubado similarmente (28°C, 10 dias) y que en
esas condiciones un 45% de la biomasa muerta por el antiséptico puede mineralizarse en esas condiciones

* Recuentos microbianos: calcule labiomasamicrobiana, como % del peso de sueloy en kg/ha sabiendo
queen 1 gdesuelo hay 1x10” bacterias, 1x10~ esporas Pe actinomicetesy 5 m de micelio fungico. El peso de
una bacteria o espora de actinomicetes es de unos 1x10 g y el de 1 m de micelio fungico 9,0x10° 5g

Considerar 0-20cm de profundidad en 1 ha (10. 000m? * con densidad de 1 59/cm3

10) Analice el cuadro explicando:

a) microorganismos con mayor biomasa en el suelo

b) rol de lafauna

NUmero aproximado de la biomasa (kg/ha de suelo) de organismos en €l suelo

NUmero Biomasa
bacterias 3-500 millones/g 300-3.000
actinomicetes 1-20 millones/g 300-3.000
hongos 5.000-100.000/g 500-5.000
levaduras 1.000-100.000/g 100-5.000
agas 1.000-100.000/g 10-1.500
protozoos 1.000-1}00.000/9 5-200
virus (bacteriofagos) 10-10
nematodos 10-100 1-100
lombrices 10-1000

. Profundidad del perfil
# disponibilidad de materia organicay niveles de 02

. Labranzas

# aereaci Gn/compactacion

Factores que afectan € nimero y ladiversidad de los organismos en el suelo

# distribucion de la materia organica
# disponibilidad del agua
# temperaturas del suelo en primavera
. Aplicacion de restos vegetales o abono
. Sistema de cultivo y rotaciones
. Propiedades fisicas del suelo, incluyendo disponibilidad del agua
. Polucién



Complete e cuadro
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grupo

factoreslimitantes

funciones

bacterias

algas

protozoos

hongos

12) Discutalos siguientes datos sobre la distribucion de algunos grupos microbianos en el perfil deun suelo.

horizonte  |b.aerob b. anaerobi b. actin. hongos algas protozoos
A (0-10cm) | 1l x108 | 1] x 103 1l x 104 3 x 10° 500 640
A (1012) | 1] x 106 7 x 104 16 x 104 1,6 x10° 5x 103 320
A5(12-20) |3,2x10° 1,8x10° 1,2 x 104 7,7 x 104 100 40

B (20-40) | 2x10%4 7x10° 72x10° 1,5 x10° 100 10
C(50-100) | 463 1x 104 197 1,8 x 103 0 0

a) Analice lavariacion del nimero de bacterias aerobias y anaerobias con la profundidad.

b) Explique la variacién de los actinomicetos y de los hongos con la profundidad. Sefiale los factores del
ambiente que afectan mayormente a estos grupos.
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¢) Cémo explicad descenso de las algas alos 10 cm de profundidad?

d) Los protozoos siguen la evolucion de qué grupo? A qué se debe?

13) Analice lavariacion del nimero de bacteriasy su % relativo alamicrofloratotal, en distintas condicio-

nes de humedad.
humedad % como % capacidad bact.totales % relativo ala
campo (xI03) microf.total
6,5 30 9.980 33
10 50 11.890 40
16 65 16.410 55
17 70 30.000 100
28 100 25.280 84

consideraciones:

14) Indique ctiales son los principal es factores que determinan la distribucion de los hongos en €l suelo.

Interprete el cuadro:

Efecto del encalado sobre algunos grupos microbianos

pH hongos(xl 03) bact.y acti nom.(xIOG)
testigo(l) 3,7 610 0,84
con CaCOg 7,5 393 40
testigo(2) 58 127 9
con CaCOg 7,6 120 17

() suelo cultivado, (2) suelo de bajo nivel de materia organica




Consideraciones;

15) Indicadores de la calidad del suelo
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Indicadores fisicos I ndicadores quimicos I ndicador es biolégicos
textura C-organico total biomasa microbiana
capacidad del campo pH enzimas, respiracion
profundidad conductividad eléctrica perfil de &cidos nucleicos,
de &cidos grasos
densidad N,PK ,extraibles N-mineralizable

Analice estos resultados

Diferencias de propiedades fisicas, quimicas y microbiol égicas entre labranza minimay convencional en

suelos en 6 localidades

relacion labranza minima/ convencional
(0-7,5cm) (7,5-15,0cm)
» Corg. Total 1,41 0,99
e N Total 1,29 1,01
e densidad 1,04 1,05
* €spacio poroso con agua 1,28 1,11
* aerobiostotales 1,35 0,66
* bacterias 141 0,68
* hongos 1,35 0,55
* anaerobios facultativo 1,31 0,96
* anaerobios totales 1,27 1,05
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) Practico 14
CICLOSBIOLOGICOSDE LOSELEMENTOS

animales

vegetales

atmosfera

N,, CH,

minerales oxidados BH——-7+H minerales reducidos

minerales insolubles ——+H minerales solubles

£l |biomasa microbiana /Q/
materia orgénica

restos vegetales |
restos animales

i

Figura 1 - Esquemageneral de un ciclo biogeoquimico

Preguntas
1) Analice los siguientes procesos hiol 6gicos, sefialando ejemplosy sus posibles efectos sobre: vegetalesy

el ambiente

a) mineralizacion <———— inmovilizacién
b) oxidacion <———> reduccion

¢) fijacion volatilizacién

d) solubilizaciébn<——————=precipitacién
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2) ¢Como pondria en evidenciala natural eza biol gica de estos procesos?

3) Minerdizacion: sefide ejemplos de compuestos organicos quellegan al sueloy son degradadas por los
microorganismos. Intente ordenarlas con un nimero (1,.....n) segun su facilidad de degradacién expli-
cando las razones

4) A qué se llaman sustancias recalcitrantes? Dar gjemplos de estas sustancias y explicar como pueden
eliminarse del ecosistema suelo-planta

5) Analice € siguiente esquema de |a degradacion de restos vegetales en el suelo
¢A qué se denominaciclo interno de los elementos?

Descomposicion derestos vegetalesy ciclo interno de nutrientesen suelo agricola

N\
/¢< _— Co2 descomposicion de los

luz O(p / ) restos vegetales
/ [—1 —

;k \ lipidos tiidratos de C proteinas lignina
azlcares aminoazucares
rizosfera CO2 compuestos

/ inorganicos

PO4 ¢ NO3-
inmovilizacion
temporaria en
la biomasa

S04- Mg*2

K* nutrientes CO2

disponibles

lavado,
adsorcion



Flujo de nutrientes a través de la biomasa microbiana
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02 02
Q enzimas _ L\“ah__ __,__;f”p _, enzimas
extracelulares biomasa extracelulares O
__—" microbiana [
N — —
sustrato — compuesto compuestos sustrato
ncoenNF S simples simples pobreen N
C/N <201 P.S, C/IN>30/1
C/P<200/1 m neta i m i neta C/P=300/1
C/5<200/1 | C/5>400/1
umentada e disponibilidad de —»{ disminuida
nutrientes en el R A
ecosistema(NH4"
NO3, PO4™ Fe'

m= mineralizacion
i= inmovilizacion

6) ¢Qué representa para los vegetales € flujo de nutrientes

através de la biomasa microbiana?

7) a) Cite g¢emplos de procesos de Oxidacion-reduccion de los distintos elementos:

Elementos Proceso ecuacion general

importancia agronémica

carbono

nitrégeno

azufre

hierro

b) ¢Estos procesos ocurren en €l ciclo del P?
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8) Mencionar dos ciclos en los cual es ocurren los procesos de fijacion — volatilizacion.

9) Sefid e dos procesos de este tipo que impliquen pérdidas de elementos quimicos en el ecosistema suelo-
planta por fijacion — volatilizacién.

10) Mencione dos € empl os de procesos de sol ubilizaci 6n—precipitaci on que favorezcan alas plantasy que
la perjudiquen.

11) Describalas fuentes primariasde C, N, S, Fe, P, en €l ecosistematerrestre

12) Compuestos quimicos que conducen a pérdidas de |los elementos ala atmésfera

13) Si en e mundo se producen sustancias organicas equivalentes a 2,0x 10™ kgC/afio (productividad neta),
qué cantidad deberia ser mineralizada en el mismo periodo y por qué?
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I?réctico 15
CICLOBIOLOGICO DEL CARBONO

Transfor maciones biol 6gicas de moléculas car bonadas

. {CH2Dn F ol i dsis
Respiracion ) S f’ﬂ'—-— Chigénics
sErGbica . organicos M“M-r-hh\'. genics
Cluimioautstrodfos Oixidanbes de
_> _._// metanc
|
T CO |
Z _‘ i .
.// > CHs

Fotnsintesis
SNOXIgEnica

Respiracian
anaeribica
Farmentacian

—

(CH2O)m
organicos

Metancgénicas

1) Analicelos procesos de entradas del carbono al ecosistemay su importancia relativa en condiciones de
aerobiosisy anaerobiosis

2) Analice los procesos de pérdidas de carbono en € ecosistema terrestre en aerobiosisy anaerobiosis

3) Qué ocurririasi este proceso no se contrabalanceara con otro simulténeo y opuesto?
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Biodegradacion

1) Concepto del proceso:

2) Discuta algun método de estudio de la biodegradacion de moléculas organicas

3) Cite gemplos de sustancias orgénicas que llegan a suelo y aguas a partir de: vegetalesy animales

4) En € siguiente cuadro se detallala composicion quimica media de restos vegetal es (%odel peso seco)

celulosa 15-60 compuesto insoluble o muy poco soluble

Hexanos, mananos, pentosanos, pectinas 10-30 idem al anterior
(mal llamadas: hemicelulosas)

Lignina 5-30 resistente a ataque microbiano (anillos arématicos)

fraccion soluble en agua 5-30 azlcares simples, aminoécidos, acidos diféticos,
alcoholes

fraccién soluble en éter o etanol 0,5-5 grasas, aceites, ceras, resinas, pigmentos

Proteinas 3-15 contienen lamayoriadel N y del Sdelos residuos

Cenizas 5-15

a) Sefide las fracciones que serén degradadas més répidamente, explicando su respuesta:

b) Explique cudl o cudles fracciones seran degradadas mas lentamente
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5) Analice los datos del cuadro siguiente en relacién a la velocidad de degradacién de 3 restos vegetales
explicando €l por qué de su eleccion:

Composicién guimica de distintos vegetales

% materiasecaal aire
Constituyentes centeno jéven alfalfa aciculasdepino
Grasasy ceras 2,35 10,41 23,92
Solubles en agua 29,54 17,24 7,29
Hemicelulosas 12,67 13,14 18,98
Celulosa 17,84 23,65 16,43
Lignina 10,61 8,95 22,68
Proteinas 12,26 12,81 2,19
Cenizas 12,55 10,30 2,51

Azlcares simples
6) Describa procesos de degradacion de azlcares simples.

7) Son acumulados en los diferentes tipos de suelos y aguas? Por qué?

Almidon
8) Cite g emplos de aportes de almidén al suelo.

9) Explique lacomposicion quimicay estrategia de biodegradacion.

Celulosa

10) Describa la caracteristicas de este polimero y su rol en las células vegetales
11) Analizar los pasos en la degradacién de la celulosa

12) Celulasa: naturaleza de esta enzimay su relacion con la membrana celular

13) En qué momento la celulosa se convierte en nutriente para el microorganismo gue la biodegrada?
Como lo verificaria?

14)Compare los rendimientos rel ativos en biomasa microbiana producida en procesos degradativos en
aerobiosisy en anaerabiosis, explicando su respuesta
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Esquema de la degradacion de la celulosa

celulosa nativa

C1
oxidacion?
hidrolisis?

microflora aerobia

Microorganismos celulisticos

Ty

derivados de celulos3
( celofan, CMC)

o

celulosa activada

Cx (éXA’CbXB’CXC ..... )

celobiosa

celotriosa

celotetralosa

beta-glucosidasa

)

b

[+— productos finales —]

microflora anaerobia

grupo orden genero ecologia
Pseudomonadales | Vibrio Aerobios, en mantillos., mesofilos
bacterias Cellvibrio y termdfilos, con pigmentos
Eubacteriales Cellulomonas Aerobias, G- bacilos pigmentados
Bacillus Aerobios, aveces pleomorficos
Clostridium Anaerobios, en suelos inundados, turbas
Mixobacteriales Cytophaga Bacilos aerabios, en suelos con
Sporocytophaga pajas 0 abonos organi cos.
Actinomycetales Sreptomyces crecen en agar minera y
celulosa, halo de hidrdlisis, pigmentos
Micromonospora, Nocardia
protozoos Hertmella Descomponen celulosa en cultivo puro.
Importantesen el rumen, menosen el suelo
hongos Ascomycetes Rhizoctonia, Humicola,
Botrytrichum,
Alternaria, Rhizopus
Basidiomycetes I nnumerables especies principaes
Deuteromycetes agentes en suelos himedos, mantillos




Ecologia dela celulolisis. Efecto de diferentes factores.

15) Efecto del pH y laaereacion

pH aereacion % celulosa coefic. de
degradada en mineralizacion
I5 dias
45 aereacion 62,5 3,6
anaerobiosis 14,0 0,
7,0 aerobiosis 81,2 1,2
anaerobiosis 21,0 0,15

a) Analice los resultados.

b) Qué representa el coeficiente de mineralizacion del carbono?

16) Efecto del encalado

150

® de [

Zﬁ? 120

¢Qué pH favorece € proceso? ¢En qué casos aconsejaria esta enmienda?

105
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17) Efecto delaprofundidad y del cultivo en el % de celulosa degradada

profundidad(cm) suelo sin cultivar cultivado
0-20 48 9
20-40 16 72
40-60 0 34

a) Explique e por qué de los resultados observados en relacion ala profundidad?
b) A qué se debe la estimulacion en suelos cultivados?

18) Efecto del agregado de N en la degradacion, evaluada por respiracion

A0
ﬂgcansumido
ul x 107

40

a \ 300 horas

150
——e— celulosa + N-NH e —celulosa sola

— .—w celulosa + &c. himicos —_—uelo solo

Analice el efecto del agregado de N, en el proceso. En suelos pobres en N ¢como serala celulolisis?
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19) Efecto delos hidratos de carbono.
Descomposi cion de preparaciones de yute con diferentes cantidades de celulosay lignina, por Pseudomonas

sp,2l dias.
preparacion celulosa % lignina % % celulosa degradada
A 99,2 0,0 100
B 95,5 33 95,6
C 89,2 6,3 83,
D 82,7 11,9 37,9
E 75,6 12,6 17,7

Consideraciones sobre el efecto delaligninaenlacelulolisis:

Otros polimeros de pared celular

20)

a) Describalas estructuras de otros polimeros mal llamados hemicelulosas: mananos, galactanos, Xilanos,
las pectinas

b) Seforman o llegan a suelo a partir de:

¢) Enzimas actuantes en su degradacion:

d) Microorganismos responsables

€) Los microorganismos con enzimas pectinoliticas (protopectinasa, pectin metil esterasa,
poligalactouronasa): presentan ventajas como colonizadores de vegetales. Explique € por qué de su
respuesta.

Quitina

21) A gqué se debe su relativa facilidad de degradacion

Sustancias aromaticas

22) Derivadosdel benceno (1-2 anillos). Explique posibilidades de biodegradaci én en aerobiosisy anerobiosis.
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23)El siguiente jemplo muestra la apertura del anillo bencénico en condiciones aerdbicas.

a)Explique su importancia

+CO.
R H,C

8] \
HOOC on HOOC COOH - COOH O
© — . COOH . " COOH
OH \
COOH COOH COOH
acido protocatéquico acido f3 carboximuconico acido f cetoadipico acido acético

acido succinico

N

COOH
CHO +NH, acido picolinico
on /
» (COOH
HCOOH
OH - \ |
CH, CH, CHO
« COOH
apertura en “meta HO — }
del catecol” "
CH, -CO-COOH
o

H H
acido formicoy acetaldehido y
4c. OH cetovalérico acido piravico

b) Qué ocurre en condiciones de anaerobiosis?

24) Sustancias policondensadas: lalignina, e humus

CHoOH
|
H ©=0 HCoO"
| I
C HCOH
it
CH HO -
v l HaCO 5 lg;Hj
HaCOla, ‘3"‘:2'3'” CHoOH
I
Il ¢H |
o= HO o
H-.‘?il'_'r'-i |
' CHOH
CH=0H
HEC o

a) Mencione microorganismos ligninoliticos
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25) Lasiguiente gréafica describe el agotamiento de nutrientes, €l crecimiento y ladegradacion delalignina
por el hongo Phanerochaete chrysosporium. Explique en qué etapa del crecimiento comienza la actividad

ligninoliticay que le brindaal hongo.

26) Analiceen el siguiente cuadro €l efecto de algunosfactores del ambiente en procesos de biodegradacion

de compuestos organicos.

Factor

N%

Efectosa niveles

bajos

altos

H%

temperatura

arcillas

hidratos de carbono simples

lignina

pH

actividad biolégica

Preguntas de repaso

1) Ordenelas siguientes mol écul as segin su vel ocidad de degradaci dn en ambientes naturales, explicando el

motivo de su eleccion: fenol, lignina, pectina, celulosa, almidon, glucosa, lactosa, quitina

2) Como distingue la degradacion de estas moléculas de la del humus?

3) Humificacion: analice el rol de los microorganismos

4) Qué efecto tiene una muy rapida degradacion de rastrojos en un suelo en relacién ala humificacion?

5) En qué momento deben comenzar a sintetizarse compuestos del tipo humus?
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6) Rol de lamicroflorafijadorade N2 en el proceso
7) Evaluacién de la deshumificacion:

8) Analice lafigura siguiente en relacion a velocidad de degradacidn de restos organicos en el

suelo. * moléculas recalcitrantes
% descomposicion 100 ghicosa
proleinas
80 ... restos de leguiminosas
7 __--7 7" "restos cersales
m ) -
e ) T estigrool
40 | .7 -7 lignina
40 __,,_,-/__madera
N ggido humico™®
o 2 4 8 12 28 semanas

9) Analice d iguiente esquema relativo a la cinética de la degradacion de restos vegetales en el suelo y
repase las causas que explican este comportamiento.

. azucares
tasa de almiddn proteinas / celulosa / lignina
e - - »

degradacion

mencs de 1 anfo

6-8 afocs

mas de 100 anos

tiempao



Practico 16

CICLOSBIOLOGICOSDEL NITROGENO Y DEL AZUFRE

1) Comparar los ciclos biol6gicosdel Ny S.

Ciclo bioldgico del nitrégeno

vigclales

nmm;‘\

animales

ulmdsicra
N2, N20

r

nitrificecion

NOT NH,"

B
L

4

N‘R‘Vi h "L'vif/

hinmasa
materia orgdnica frescu

volatilizacitn

amonilicacion

&

hurmus

f =fijacion biolégicadel N2 (FBN)
m = mineralizacion
n = nitrificacion

Ciclo biolégico de azufre

i =inmovilizacion
a= amonificacion

v = volatilizacion
d = desitrificacion

¢
| r

| 50,
| amoslenco

-

——— e iy

| 507,505, $0r , S407 5:05 |

m ‘ 1 I
|

!

|

MALCra Organc lrcaca,
humificada, microorgamsimos

n \\

I | animales E—---

1
]

i
I
| |'_
i -
b:

111
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2) Resumen de lacomparacion entrelosciclosdel Ny del S

Nitr 6geno Azufre
origen del elemento
mineralizacion
oxido-reduccion

pérdidas

¢Cual es el mas complgo?

3) Sefidar procesos de naturalezabiolégicay no bioldgicaenlosciclosdel Ny del S queimplican ganancias
y pérdidas en €l ecosistema

Ganancias Pérdidas Compuestos quimicos
asimilables por los vegetales

nitrégeno
azufre

4) Mineralizacion—inmovilizacién
a) Describa en € siguiente cuadro :

Ecuacion Proceso y caracteristicas

N-organico
Ejemplos:

S-organico
Ejemplos:

b) Vias que pueden seguir los productos formados
¢) Microfloraresponsable y ecologia

d) Técnicas de estudio

5) Oxidacion-reduccion.

Completar el cuadro con las ecuaciones de |os procesos y |0s géneros de |os microorganismos mas impor-
tantes que intervienen en el proceso de nitrificacion y sulfooxidacion.

Quimioautétrofa Quimioheter 6trofa Fotoautétrofa

Nitrificacion

Sulfooxidacion




6) ¢Cuando el aporte de nitratos o sulfatos por microorgani smos heterétrof os puede resultar importante en el

suelo?

7) Andlice el siguiente cuadro sobre la autoecol ogia de microorganismas nitritantes y nitratantes

Autoecologia de Nitrosomonas y Nitrobacter

pH temperatura N-amoniacal
Nitrosomonas tolerapH activo abajas toleradtas

altosy bajos temperaturas dosis
Nitrobacter inhibido a pH: inactiva>40°y inhibido a

>a9y <ab <as°C atasdosis

8) Métodos de estudio aplicados parala nitrificacion y la sulfooxidacion

9) Andice e comportamiento de la nitrificacién de 3 grupos de suel os que fueron percolados con solucion
de cloruro de amonio

Modelos de nitrificacion y pH del suelo

100 1 NC3A 2 | 3
\ NOZ, N
mg de 80 r\ /
solucior | ‘,-HI /
percolada B0 | H | /

1 |I i |
aof |/ |
K\.\ .'F 1 I\H\%:- h“""\-\. .
f | ~J¥H4
20 \{" MH4 & / —Qu\.-_._ﬁ H4' —
i e 7NO7- e H‘._?'_‘:;-. _NOS
0 10 20 0 10 20 0 10 20

dias de percolacon con sales de amonio

a) Completar e siguiente cuadro:

Tipos de suelos
Grupol pH 8,2
Grupo2 pH 6,7
Grupo3 pH 54

Nitrificacion

b) ¢Cud grupo le parece que es favorable para €l desarrollo de la vegetacion y por qué?
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¢) Se puede corregir el comportamiento del grupo 1 para qué actie cdmo el grupo 2?
d) Explicar del comportamiento del grupo 3
10) Comparar lanitrificaciony la sulfooxidacion autétrofa desde el punto de vistade lamicrofloray y delos
factores ecol dgicos que la favorecen.
Ciclointerno de mineralizacién-inmovilizacion . PerdidasdeNy S

1) &) Lainmovilizacion de nutrientes representa un blogueo de larga duracion paralas plantas?

b) Dénde transcurre el llamado ciclo interno de los elementos?

2) Distinguimos el concepto de
i) mineralizacion bruta o real:

ii) mineralizacion neta:

Complete el cuadro:

Procesos biol6gicos y no bioldgicos en compuestos de N-inorganico

NH4* NO2" NO3"

Biol6gicos

No Bioldgicos

Globalmente se puede evaluar la mineralizacion neta:
N mineral evaluado= N min total producido- (Ni + Nv + Nd + NI....)

donde: Ni es N inmovilizado; NI, lavado; Nd, denitrificado; etc.
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Pérdidasde N y de S en ecosistemasterrestres
Pérdidas biolégicas

* Volatilizacion del amonio 'y del HoS. ¢En que condiciones se realiza?

* :Qué iones solubles son llevados a otros horizontes o lateralmente, fuera del area de absorcién radical ?

* ¢Hay pérdidas por erosion? Sefid e los diferentes tipos.

Pérdidas biolégicas

Indiquelasdiferenciasentre lareduccion desasimilativa o respiracion delosnitratosy lareduccién asimilativa
delos nitratos y sulfatos.

Desnitrificacion

I) Concepto del proceso e importancia en distintos ecosistemas.

2) Microorganismos
heter 6trofos: CH3- COOH + NO3™ ———— CO9 + N + HoO+ OH"
autétrofos: S°, S203=+NO3" —— S04~ + Ny +H*

Caracteristicas de los desnitrificantes y sus relaciones con €l oxigeno:

3) Ecologia: Cual son los principales factores que afectan a proceso?
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a) Efecto de la composicion de laatmdésfera

N perdido como % del N-nitrato agregado

agitado estacionario
are 28,2 81,0
oxigeno 0,0 28,0
nitrégeno 80, 79,2
vacio 78,6 80,0

consideraciones:

b) Dosis creciente de paja

LM

L0 L& a2 dfas de incub,

Consideraciones

¢) Las gréficas presentan las variaciones del Ntotal y del N-nitrato en un suelo sometido a distintos trata-
mientos en 60 semanas a 35°C (ug/g suelo): |- incubado todo €l periodo a 16-20% de humedad, 2- siempre
saturado en aguay 3- saturado la primera parte del ciclo (3 semanas) y drenado la segunda mitad.
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4) Variacion del Nty el N-NOg™ en suelo sometido a distintos tratamientos durante 60 semanas a 35°C
(u/g suelo).

Ciclos de saturacién y drengje
1) a15-20% H
2) siempre saturado

3) saturado la 1ra. mitad del ciclo (3 sem.) y drenado segunda mitad

Consideraciones:

a) En qué tratamiento se pierde mas nitrégeno y por quée?

b) Como se evitaran en parte estas pérdidas?
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Sulfatorreduccion

1) Microor ganismos

i) C6H1206 + SO4:Q C02 + Hzo + H25+ Hzo
i) 4Hy + SO4~ —— 4H,0 + S™

a) Metabdlicamente la sulfatorreduccion es una:

b) Clasifique nutriciona mente alos microorganismos querealizan los procesosi) y ii) y sefial e alglin género
activo.

¢) Similitudes con la desnitrificacion:

2) Ecologia. Condiciones que deben reunirse:



Incorporacién derestos vegetales

Practico 17
BIODEGRADACION DE RESIDUOS ORGANICOS
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1) Muestras de un suelo reciben incorporaciones de dos restos vegetales: una paja de cereal, con 40% de C
y 0,5% de N y un centeno joven, como abono verde, con 40% de C y 1,8% de N. Grafique la evolucién de la
relacion C/N de los restos a medida que se degradan en € tiempo y lavariacion del N% total en el residuo.

80/1
CIN

40/1

20/1

t

N%

2,0
15
1,0

0,5

t

a) Los procesos microbiol 6gicos dominantes que ocurren cuando seincorpora un resto vegetal al suelo son:

b) Laevolucion dela C/N en paja se explica por:

¢) En un abono verde se aprecia:

d) Explique las variaciones en €l contenido porcentual de N total en ambos casos.

€) Efecto en laformacion de humus por ambas aplicaciones.
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2) Se podria calcular e predominio de la mineralizacion o inmovilizacion neta del N mineral cuando se
degradael resto de pajadelapreguntaanterior en el suelo, suponiendo que es atacada por poblaciones aisladas,

gue conocemos su C/N internay su eficienciaen el uso del C.

eficiencia=(C-celular formado/C total degradado) 100

organismo eficiencia C/N C asimil. N asimil. €xceso 0

celular déficit N

factor N
hongos 30-40% [0/1
B.aerobias 10-30% 10/1
B.anaerobias | 5-30% 5/

Qué ocurre cuando el N del resto no satisface ala demanda microbiol 6gica?

Y cudndo esta cantidad excede esa demanda?

Lademandade N parala descomposicion es conocida como factor N: unidades de N inorgéanico necesarias
paralamineralizacion de 100 unidades de material organico sin que ocurrainmovilizacion netade N del suelo.

3) Enlagréfica se aprecialaevolucion del contenido de N% en distintos restos a medida que se van degra-

dando. Identifique los tratamientos y explique € comportamiento.

inmov, neta del N
img Mg materia veg, onigina)

malz —. —
AVEN =——
50jd ——= -4 i{\\ I
aserrin o \:\:“‘u - )
—_— 11 i
- 10 %"- e
=111 (- —— 3 p .._‘::n-.._ — s s o
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4) a)Defina el término residuo organicos e inorganicos

b) Indique los residuos que se generan en un establecimiento agropecuario y que en algin momento se
deban tratar parareciclarlos.

5) Los objetivos en el tratamiento de |os residuos son varios:

Objetivos Cite gemplos

Disminucién de la carga de contaminantes
Obtencion de energia

Produccion metabolitos de interés
Produccion de alimentos

Produccion de biofertilizantes

6) Tipos de tratamientos de residuos

Bioldgicos No bioldgicos

organicos

inorganicos

7) Sefiale procesos que cumplan con més de un objetivo

8) Tratamientos en el caso de residuos minerales
a) Quétratamiento aplicariaparael caso de altaacumulacién defertilizantesricos en nitratosy/o sulfatos
en aguas
b) Qué problemas presentan |os residuos con sales de metales pesados (Cr, Ni, Hg, Cu, etc)

9) Biodegradacion aerobia y anaerobia

a) Compare los dos procesos de biodegradacidn de residuos orgénicos solidos del punto de vistade la
biomasa microbiana produciday de los gases liberados
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aerobia:

CgH1,05 + 602————> 6CO, + 6H,0O + biomasamicrobiana (AG=-2828Kj/mol glucosa)
100% 60% 40%

anaerobia:

CgH1,05 > 3CH, + 3CO, + biomasamicrobiana (AG = - 394 Kj/mol glucosa)
100% 45%  45% 10%

b) Ventgjas y desventajas de cada uno de | os biotratamientos

Biodegradacion aerobia: compostaj e/ver micompostaje

10) Describa el proceso y las etapas micrabiol6gicas que ocurren

11) Sustratos empleados y pretratamiento de ellos para un adecuado compostaje

12) CIN del sustrato y posiblidades de correccion para mejorar el proceso

13) Composicién del producto final

14) Control de temperaturay aereacion

15) In6culo microbiano. Posibilidades de inoculacion con microorgani smos sel eccionados

16) ¢Qué consecuencias tendria la presencia de una fase anaerobia en €l proceso?

17) Control de lamaduracién en un compost. Cliando se considera que el compost esta maduro?

18) Similitudesy diferencias entre los procesos de compostaje y vermicompostaje

Biodegradacion anaerobia: metanogénesis

19) Concepto del proceso, sustratos a emplear y productos finales

Moligbmeros | [MH.co. |
monGémeros | . L
— [
Dl 1 | Ac. org.
| polimeros | | (mis 2 C) CH4

. — | |
dcidos grasos | —_
larga cadena [~

| I —]

—_—

N 4. acético /
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20) Analice las reacciones biol 6gicas que ocurren en las dos primeras etapas en un biodigestor

21) Idem parala etapa de acetogénisis y deshidrogenacion
22) Etapa de metanogénesis: microfloray productos finales

23) ¢Quérol importante juega el H2 en el biodigestor?

24) Bacterias metanogénicas y posibilidades de empleo de especi es sel eccionadas en biodigestores contro-
lados (reactores)

25) Detalle el aspecto sanitario de la biodegradacion anaerobiay su relacion con la conservacion del am-
biente

26) Analice el efecto delaaplicacion del biofertilizante en ensayos de campo: aplicacion de 20 toneladas de
compost/ha en el rendimiento de maiz.

Con compost Sin compost
Rendimiento 9.9702 9.070b
Kg/ha
Con fertilizante N
Kg/ha 0 50 100 150 200
Con compost 7.750 9.940 10.470 10.830 10.880
Sin compost 5.850 8.750 9.640 10.740 10.470

a) Analice el efecto del agregado del compost y su interaccion con € fertilizante nitrogenado
b) ¢Qué cantidad de fertilizante puede ahorrarse al emplear el compost en este ensayo?

Preguntas de repaso

1) Qué residuos deberian ser biotratados en el pais? Y qué tratamientos aconsejaria?

2) Por qué es muy importante |a etapa terméfila?

3) Qué sustancias no se degradan mayormente en los residuos?

4) En que consiste el biofertilizante?

5) Por qué se considera dinamizador de la actividad de los suelos?

6) Qué tratamientos recibe la basura de M ontevideo?

7) Como debe estar presente el Nmineral en el compost? Por qué?

8) Si aparecen malos olores, ¢qué significado puede tener en € compostaje?

9) Resultafacil trabajar con bacterias metanogénicas? ¢Por qué?
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) ) Practico 18 )
FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO (FBN)

Préctico:
i) Puesta en evidencia de algunos grupos de diazotrofos: fijadores libres y en rizosfera del género

Azotoboacter y de rhizobios asociados simbiéticamente aleguminosas

i) Recuentos de rhizobios
iii) Inoculacion de plantulas de leguminosas creciendo asépticamente en tubos con €l objeto de analizar en

laclase préxima

Tedrico-Préctico: discusion de aplicaciones précticas dela FBN

Aidamiento de diazotrofos de vida librey asociados a la rizosfer a: Azotobacter
Materiales: plantas de gramineas con suelo rizosférico

Tomar muestras de raices de gramineas, lavarlas con agua de la canillay cortarlas en trozos pequefios
Una parte desinfectarla con cloramina T al 1% por 2" y lavarlas con agua destilada estéril

Cortar lasraices y sembrar ambos grupos (desinfectada= D y no desinfectada= NoD) en la superficie de
medio selectivo LG

Colocar granulos de suelo en un sector de la caja de Petri

Incubar a28°Cy observar €l desarrollo de Azotobacter, desde los 5 dias, como col onias mucosas, inco-
loras.

Observaciones (clase siguiente): delascoloniasdesarrolladasy de lamorfol ogiade | os microorganismos

Azotobacter, medio LG

Sacarosa 209 FeCl, 001g

K HPO 0,059 Azul bromotimol 2,0ml
2 1 (0,5% en etanol)

KHZPO4 0,15¢g CaCO3 1,009

CaCI2 001g Agar 159

MgSO4. 7 HZO 0,209 Agua 1litro

NaZM oO42HZO 0,002 g pH 6,8 (color verde)

Asociaciones ssimbiéticas
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Anabaena- Azolla

* Observacion de esta asoci acion simbi ética entre un hel echo de agua, importante en cultivosde arroz y una
cianobacteria heterocistica: colocar una hojita del helecho entre portay cubreobjeto con agua, aplastar suave-
mente paraliberar 1a bacteria de los poros que la contienen y observar a 10X y a40X.

Descripcion delo observado
* Observar aislamientos de esta cianobacteria en caja de Petri:

Frankia- no leguminosas. observacion de nddul os de esta asociacion en el caso de Casuarinay describir la
morfologiay proteccién de la N2asa de esta bacteria fijadora e N2 con no-leguminosas

Rhizobio-leguminosas

Observacion y descripcion de sistemas nodulares en distintas leguminosas
Lavar cuidadosamente | as raices noduladas de leguminosas bajo el agua de la canilla

Elegir nédulos grandes y vigorosos, separarlos de la raiz degjando una pequefia porcidn de ésta a cada
lado del nédulo.
Desinfeccién superficial: colocar los nédulos en pequefios tubos de pléstico con gasa en un extremo,
para su tratamiento posterior: sumergirlos en vasito con alcohol al 70% 1', luego pasar a otro vasito con
hipoclorito de sodio a 2% por 3-5 minutos, agitando, lavar 4-5 veces con agua destilada estéril.
M aceracion de los nédulos: con ayuda de varilla de vidrio, bisturi 0 ansa, estérilesalallamay enfria
dos, aplastar cada nédul o por separado con gotas de agua. Puede efectuarse entre dos portaobjetos o en
el borde de cgja de Petri donde se efectuara e aislamiento. Guardar los frotis fijados con contenido
nodular para observar en la clase siguiente la morfologia tipica de los bacteroides
Aidlamiento: en superficie: por agotamiento tomando el jugo nodular con ansay sembrando en medio
EMA (extracto de levadura-manitol-agar).

Incubacion y observacion:  colocar las cagjas invertidas en estufaa 28°C: las colonias de rhizobios de
crecimiento répido aparecen alos 2-3 diasy lasde crecimiento lento al cabo de unasemana. Son grandes,
incoloras, mucosas de superficielisay brillante. L os contaminantes general mente se colorean con €l rojo
Congo, aunque hay excepciones como Agrobacterium radiobacter y cultivos viejos de rhizobios.

Medio EMA (extracto de levadura-manitol-agar) con rojo Congo

Tartot 107
K2HPO4 0549
MgS04 7 H20 0,29
NaCl 01g
extracto de levadura 1g
agar 159
rojo Congo (sol. acuosa 1/400) 10 mi
agua destilada 1litro

Recuentos de rhizobios

1. Recuentototal: en camara cuenta-globul os se aplica a contenidos hodulares, cultivos en medio liquido
en fase exponencial de crecimiento, en el laboratorio o en lafébricadeinoculantes, antes deimpregnar laturba,
donde se postula que todas las células estan viables. Puede evaluarse también la turbidez (densidad éptica a
600nm) frente a escala patron confeccionada por recuento de viables en caja.

2. Recuento deviables en medio solido: procedimiento habitual apartir de diluciones seriadas de lamues-
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tra, por siembraen superficie (0,2 mL) o eninclusion (1 mL) en medio EMA. Lecturaen cajas con entre 30y
300 colonias. Se emplea con cultivos puros, con inoculantBes a base de turba estéril y tamgién con turba no
estéril, yaquelos contaminantes pueden ser del orden de 107/gy €l rhizobio debe superar 107/g. Enlas Ultimas
diluciones predominan las colonias tipicas de esta bacteriay pueden contarse.

3. Recuento de viables en plantas: emplea la capacidad de cada cepa de rhizobio para nodular con una
leguminosay presume que una sola célula agregada a la planta test puede originar una poblacién que nodule

» sembrar semillas germinadas estérilmente en tubos con agar-mineral paralas leguminosas de grano pe-
guefio

e alos7 diasinocular 2 tubos con 0,2 mL de cada una de las suspension-dilucion de: suelo, inoculante,
etcétera

» evauar lanodulacion; las plantul as que no recibieron rhizobio se marchitan y mueren

e tomar en cuenta el nimero de tubos positivos (con nddulos) en 4 diluciones con tubos positivosy nega-
tivos

* leer en latabla de Fisher y Yates (1953) el NMP en la aicuota (0,2mL) de la primera dilucién de la
izquierda; expresar |os resultados por g de suelo o de turba.

Determinacién del niumero més probable (NMP) por el método de dilucién en planta

N° unidades positivasen 4 NMP en la alicuota
diluciones en ensayos en: dela menor dilucién
duplicado cuadruplicado

8 16
15 >700

7 14 690
13 340

6 12 180
11 100

5 10 59
9 31

4 8 17
7 10

3 6 5.8
5 31

2 4 17
3 1.0

1 2 0.58

0 1 <0.5
0

NM P/gtorbaosoeto=tmxdj/{vx g)

m = NMP delatabla

v = volumen de la alicuota

d = menor dilucién delaserie

g = peso seco de laturbaen ladiluciéninicia

Limite de confianza aprox. a 5%: duplicado = 6 cuadruplicado = 3.5
Efectuar varias repeticiones de cada recuento
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« Paraleguminosasde semilla grande deben emplearselosdispositivos dejarras de Leonard o modifica-
ciones gque permiten el desarrollo de las plantulas, que ocupan mucho espacio y son trabajosas de prepa-
rar, esterilizar, etcétera

Preguntas de repaso

1) FBN: definicion del proceso, ecuacion general y comparacion con lafijacion industrial (FI)

2) Diazotrofos: concepto y ejemplos

3) Fijadores de N2 en vidalibre: egemplosy mecanismos de proteccion delaN asafrenteal O .

2 2

4) Ejemplo de diazotrofo heterétrofo asociado alarizosfera. Ventagjas de la asociacion

5) Sefiale diazotrofos fotosintéticos y alguno de importancia en agricultura

6) Asociaciones simbidticasfijadorasde N . Compare al eficienciadelafijacion por estos microorganismos
enrelacion alosdelaspreguntas 3) y 4).  *?

7) a) Analice resultados de introduccion de Azolla en cultivo de arroz

Tratamiento Agua Rendimiento en arroz/maceta
Peso seco () N total (mg)
Testigo continuo 37 221
c/sequia 40 240
c/Azolla continuo 43 316
c/sequia 49 465
b) C\;IIIU pe. vy ;IIL;UI |JUI C: I’\\: fl]o\du (J.: DL.IC:U?

8) Otra cianobacteria Tolypothrix, se usa como inoculante en cultivos de arroz.
a) Analice |os resultados presentados en e cuadro:

Rendimienta 9% deincrementa
suelo mal drenado Testgo 45 33
noculado 60
suelo drenado testigo 30 26
inoculado 38
b)]Analice los resultados de la fertilizacion con N-urea
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N (kg/ha) diferencia: inoculado-testigo efecto 76
0 15 33
50 5 10
100 -0,2 -04

9) Analicey discutalos resultados de lainocul acién en cultivo de maiz, en el campo con mezclade cepas de

Azospirillum. El tratamiento fertilizado recibié 60 kg N-urea. Datos en la cosecha, Testigo: sin inocular ni
fertilizar

Tratamiantos
ot et

N[ Lnoculado Toctico
S N Hreeutad Festige
DPacn caco narta adraa (a/nlanta) Q1a ZQh AGe
oo Lt i il S = D
Peso seco deraiz (g/planta) 34b 65a 29b
Log N° Azospirillunvg raiz 5,82b 8,03a 4,55¢
N° granos/espiga 333a 359a 109b
Peso seco granos (kg/ha) 4.122a 4.447a 2.792b

Tratamientos con la misma letra no difieren por Tukey a 5%-

10) Los efectos positivos observados por la inoculacion de plantas con microorganismos promotores del
crecimiento vegetal pueden deberse a distintas causas, explique a menostres.
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Practico 19
) FBN )
SELECCION DE CEPASDE RHIZOBIO E INOCULACION

Préctico:
1) Observacion deresultados de la clase anterior
i) Azotobacter:
Observar lamorfologia de las colonias.
Realizar un frotisy colorear (coloracién simple o de Gram). Observar a microscopio a40 o 100X.
Describir lamorfologia del microorganismo.

ii) Rhizobium
Observar lamorfologia de |las colonias. Realizar un frotis a partir de una colonia aislada, colorear y
observar al microscopio (100X).
Colorear y observar €l frotis realizado en la clase anterior.

Distinguir la morfologia dela bacteria en vida librey en simbiosis

2) Seleccion de cepas de rhizobio para su uso en inoculantes y técnicas de inoculacion

Seredizaatres niveles: solario, invernaculo y campo.
A) Solario: Se parte de una coleccion de cepas autéctonas y otras cedidas por centros de coleccion.

* Desinfeccion de las semillas
» Germinacion
« Siembra e inoculacion en tubos con medio mineral agarizado.
- sembrar dos plantulas por tubo
- llevar asolario y ala semanainocular con las cepas a estudiar. Efectuar repeticiones de cada
tratamiento se incluyen dos testigos:
T = sininocular y sin nitrégeno
N = 0,2 ml solucion KNO3 a 0,05%
- llevar a solario con temperatura, fotoperiodo e intensidad luminosa controlados de acuerdo ala
legu minosa con que se trabaje.

» Evaluacion: laexperiencia concluye cuando se observala méxima diferenciacion entre |los tratamientos
(T) y (N), pero antes que los primeros comiencen a secarse (6-8 semanas). Se corta la parte aérea, se
determina su peso fresco y luego su peso seco a 65°C, hasta peso constante.

El N% de la parte aéreay la produccion de N por tubo se analiza por la técnica de semi-micro Kjeldahl,
aunque en este primer ensayo suel e ef ectuarse determinaci ones de peso seco delaparte aéreay nodul acion:
nimero, peso de los mismos a 65°C, ubicacion en laraiz, velocidad de aparicién.

NOTA:
Paraleguminosas de semilla grande (soja, mani, poroto) se emplean unidades de siembra mayores,
como las clasicas botellas de Leonard
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B) Ensayos deinvernaculo

Se emplea suelo seco a airey tamizado o bien cilindros intactos de suelo que se obtienen en el campo.
Estos ensayos permitirdn emitir opinién sobre el comportamiento en suelo de las combinaciones rhizobio-
leguminosa.

C) Ensayos de campo

e Eleccion del lugar: los suelos con bajo nimero de rhizobiosy nitrégeno disponible son probablemente
losmés Utiles para el ensayo de cepas, pero paraprobar otras cualidades ademas de laeficiencia, como la
capacidad competitiva, se requiere una ata poblacién de rhizobios nativos. El lugar debe estar o sufi-
cientemente nivelado paraevitar €l lavado luego de unalluviay la contaminacion de las parcelas. Elegir
el disefio experimental méas conveniente

e Tratamientosal suelo: si € propdsito es comparar la eficienciade un grupo de cepas, las demés condi-
ciones no deben ser limitantes: nivel minimo de fertilidad, pH, dosis de inoculante, riego para evitar
pérdidas por sequia, etc. Por €l contrario, si se desea comparar la capacidad de |as cepas para sobrevivir
y nodular en el campo, las condiciones deben ser las naturales

e Inoculacién: amenos que el ensayo se establezca para comparar distintos métodos de inoculacion, ésta
debe efectuarse seguin las normas de préactica comin en lazona. Se desea establecer entre 1.000 a 10.000
rhizobios viables/semilla

e Evaluacion: en e momento del raleo ya se aprecia nodulacion, pero ésta se evallia al comienzo de la
floracién, en unaszlo plantas por parcela: nimero y peso seco de los mismos. Cosecha: una superficie
determinada (1 m™) para cultivos forrgjeros y las lineas centrales para los cultivo de grano. Se evalla:
peso fresco y seco de la parte aérea, N% y produccién de nitrégeno por hectérea. En caso de granos:
nimero de cajas 0 vainas por planta, peso seco delas mismasy delosfrutos, N% defrutosy secaculala
produccion de nitrégeno = N% x materia seca (kg/ha)

¢ |nterpretacion delosresultados: andlisis estadistico: varianzay diferencias entre medias de tratamien-
tos, correlaciones, etcétera

Preparacion de losinoculantes

L a bacteria seleccionada se cultivaen medio liquido con agitaci én hasta altas densidades (108 célulag/mL).

El inoculante puede ser liquido o sélido. Algunos inocul antes se distribuyen en pegquefiaescalaen agar, o en
bolsas de plastico con caldo de altisima concentracion celular e incluso algunos se expenden como cultivos
liofilizados (pastillas).

Losliquidos se usan cuando existe buena coordinacion entre el laboratorio y lastareas de campo y son Utiles
anivel experimental (solario, invernacul o), cuando se observan fallas enlaaplicacion de otrostipos deinoculantes
en € campo y se desea salvar €l ensayo, seriega el surco con un cultivo denso de la bacteria. Actualmente se
retoman estos tipos de inoculantes, para grandes extensiones de leguminosas, como la soja, en Argentina o
Brasil.

En € pais se usan los inoculantes solidos, con turba, tierra con alto contenido de materia organica (60-
70%), como soporte solido. Pero si no se dispone de buenas turberas, se han ensayado otros soportes: lignita,
cascara de cereales molida, polimeros or ganicos (poliacrilamida, alginatos) o minerales como arcillas, tierra
de diatomess, etc. Se usa:

Laturba estéril por rayos gamma o en autoclave en las bolsas de poliestireno se inoculan con el caldo con
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ayuda de unajeringay agujaestéril. Se deja madurar para que la bacteria se multiplique en el soporte. Actual-
mente casi todos |osinocul antes emplean turba estéril paraevitar disminucionesdel indculo por lacompetencia
de hongos, actinomicetesy otras bacterias. (en general las turbas aceptan igual volimen de caldo sin aparentar
estar mojada).

Control de calidad delosinoculantes

Como todo producto biol6gico pueden perder calidad por mutaciones en los cultivos o por descenso del
nimero de células viables. Se tiende a que la produccion de inoculantes sea una actividad privada y que el
estado cuente con un laboratorio de control responsable de:

seleccionar y proveer alosindustriales cepas de rhizobios debi damente sel eccionadas para cada legumi-
nosa

controlar lacalidad delos cultivos durante su desarrollo (caldos) y en €l producto final, enlafébricay en
los lugares g,e distribucion, rechazando aquellos que no contengan €l nimero minimo exigido (en Uru-
guay 2 x 10™/gramo producto fresco) o limitando el periodo de uso a menos de 6 meses.

conducir &reas de investigacion para superar problemas asociados con la eleccion de las cepas 'y su
sobrevivenciaen el producto final.

Técnicas de inoculacion

En semillas

en seco, consiste en mezclar el inoculante en el deposito de semillas de la sembradora; ambos productos
van cayendo en € surco. A pesar de que no hay un contacto intimo entre €l inéculo y la semilla, muchos
productores lo prefieren por la comodidad que significa no emplear agua.

huimedo, se mezcla la turba con la semillay la minima cantidad de agua, en general con un adhesivo,
como leche o azlcar paralograr mayor adhesividad (inocualcion simple)

pildorizacion, o “pelleteo”, se mezclala semilla con el in6eulo y un adhesivo como solucion de goma
arabiga, celofax A, otros derivados celul dsicos, etc. y luego se recubre ésta con un polvo fino: carbonato
de calcio, paralos rhizobios de crecimiento rdpido que acidifican, o fosfato de roca o dolomita paralos
de crecimiento lento, que alcalinizan.

Esta técnica aumenta | as posibilidades de nodulacion exitosa en: suelos &cidos, siembra aérea, siembra
demorada por causas climéticas, germinacion retardada por falta de humedad, pero suele secar el prepa
rado, por lo que su uso debe controlarse. Algunos paises expenden la semilla pre-inoculada, con 10
rhizobiog/semilla.  En muchos casos se recomienda el pellet multiple o “super pellet” para obtener
semillas con elevado nimero de rhizobios, mejorando el establecimiento en casos en que la densidad de
cepas nativas infectivas sea muy elevada.

Recomendaciones sobre cantidades de goma arabica e inoculante a emplear en algunas leguminosas.

semillas(g) inoculante () goma ar &biga(ml)
Arachis hypogea 100 10 4,0
Glycine max 100 10 3,0
Medicago sativa 50 0,2-5 4,0
Phaseolus vulgaris 100 8 2,5
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1)

2)

En € suelo
Cuando se aplican pesticidas, o cuando la semilla puede dafiarse facilmente con el manipuleo como en el
caso del mani, se pueden aplicar técnicas de inoculacién al suelo con formas liquidas o granuladas de
inoculantes.

granular, en general son abase de turba preparados como |as raciones de animal es, comprimiendo peque-
fios cilindros. Son comunes con aplicaciones deinsecticidasy herbicidas. Se aplican debajo delasemilla
en el surco y resulta ser un método muy eficaz en la inoculacion en mani, soja y otros cultivos. El
inoculante se puede colocar ala distancia que se desee de la semilla.

liquidos se emplean a igual que los anteriores cuando se desea evitar el manipuleo delasemilla, pero se
requiere transporte de agua'y maquinaria con pulverizador.

otros tipos se extiende el uso de inoculantes donde los microorganismos se atrapan en geles de
poliacrilamida y otros productos como alginato, xantano, que protejen a las células. Se mostraron tan
eficaces como losinoculantes abase de turba, con laventgja de que se puede inocular muchos dias antes
de la siembra (30 0 més dias).

Practico

i) Observando |os tubos presentados en clase, analice |os resultados de un experimento de seleccion
de cepas de rhizobio obtenidos de la etapa 1) solario
ii) Como continlia este experimento?

i) Efectte un protocolo de inoculacion de las semillas de leguminosas que cada sub-grupo tiene asig
nada, para 250 gramos de las mismas.

ii) Realice unainoculacion simple en forma experimental para leguminosas de semillagrandey una
pildorizacion (pelleteado) para leguminosas de semilla pequefia.

iii) Cémo evalta el nivel de rhizobios viables/semilla?

Preguntas derepaso

1) Cudles son las caracteristica de una cepa para ser empleada en la preparacion de inocul antes?

2) Defina inoculante. Cual es son sus componentes?

3) Qué diferencias existen entre un inoculante sélido y otro liquido?

4) Analice los resultados de un ensayo con 3 parcelas, sobre la necesidad de inoculacién en distintos suelos
(A,B,CyD)
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Ensayo de campo para determinar la necesidad de
inoculaci—n de leguminosas

alto

medio

bajo

alto

medio

bajo C

“|inoculado - alto N mineral

sin inocular

5) El siguiente cuadro describe los resultados de un ensayo tendiente a determinar €l efecto de distintos
tratamientos en unaleguminosaen e campo.

Tratamiento materia seca (g) %N % de plantas noduladas
efectivamente

1) inoculado, sin N 30a 3,20a 86a

2) inoculado, con N 33a 3,28a 35b

3) sininocular, sin N 12b 1,98b 5¢c

4) sininocular, con N 32a 3,26a 8c

Dos 0 mas tratamientos sefialados por la misma letra no difieren por Tukey al 5%
a) Analice el efecto de lafertilizacion nitrogenada sobre las plantas inocul adas
b) A qué se debe la presencia de plantas noduladas en |os tratamientos 3) y 4).

¢) Qué tratamiento recomendariay por qué?
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6) El cuadro muestralos resultados de un ensayo de seleccidn de cepas de rhizobio para una variedad de
trébol subterraneo, en tubos en solario.

Cepaderhizobio Nodulosg'tubo Peso verde parte aérea (mg) N total (mg)
U-185 35¢ 217a 113a
U-150 32c 202a 106a
R-42 38c 157b 83b
R-134 72b 191b 90b
R-82 86b 60d 31d
Testigo -- 62d 30d
nitrégeno -- 129c 62c

Dos 0 mas tratamientos sefialados por |la mismo letrano difieren por Tukey al 5%
a) Cudl o cuales cepas elegiria para proseguir el ensayo?

b) Cémo explica que las cepas R-42 y R-134 (autdctonas), con marcadas diferencias en el nimero de
nodulos, hayan fijado casi lamisma cantidad de N?

¢) Cémo explicalos resultados observados entre lacepa R-82 y €l testigo?
7)
a) Describalas estructuras (hifas, esporas, vesiculas) que se presentan en la asociacion Frankia-no legu-
minosasy su importanciaen la FBN.

b) Posibilidades de inoculacion

8) Comparacion de las simbiosisen leguminosasy en actinorrizas

L eguminosas Actinorrizas
Morfologia nédulo Simple Complegjo
Veloc.crecim.bacteria Lenta: mas 6h(tg)

Répida: menos 6h Mas 15 horas (tg)
Sistema vascular en nédulos Periférico Central
Hidrogenasa (H up+) No genera Genera
N2 fijacion in vitro Excepcional Genera
Proteccion O2 hemoglaobina Constante siempre Variable algunas excepciones
Nodulacién aérea Varias especies Excepcional
Transporte N fijado como ureidos Puede emplearse en No pueden usarlo

un nimero de plantas
Nodulacién perenne Excepcional Eslaregla
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Practico 20
CICLO BIOLOGICO DEL FOSFORO Y MICORRIZAS

Ciclo biol6gico del fosforo

Ciclo bioldgico del fosforo

vegetales tH ANIMALES
-3 . H -3 .
PO en solucién adsorbido
4 5 4
T
m i P min. insoluble
M i
Materia organica - microflora
s= solubilizacion m= mineralizacion i= inmovilizacion

1) Importanciadel ciclo en la naturaeza:

2) Mineralizacion e inmovilizacion. Enzimas que actUan en la mineralizacion

3) Solubilizacion de fosfatos insolubles:

a) sustratosy su empleo en agricultura
b) mecanismos implicados en la solubilizacion

¢) Analice los resultados de ensayo en macetas con un cultivo de tomate, ferlizado con fosfato
tricalcico y distintos agregados
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Absorcién de P por vegetales a partir defosfato tricélcico
7 en

teiidus

Zwwly + 57
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d) Se han formulado inoculantes con mi croorgani smos sol ubilizadores de fosfatos,con Bacillus megaterium,

B. mesentericusy férmulas mas complejas como granulos con: S, fosfato de rocamolido y uninéculo de
Thiobacillus de gran eficacia en climas himedos.¢Puede explicar por que?

0

€) Rol de los hongos micorriticos
Tiposdemicorrizas ECTOMICORRIZA

ENDOMICORRIZA
ARBUSCULAR

ECTENDOMICORRIZA

RAIZ NO MICORRIZADA

Ectomicorrizas

TEJIDO VASCULAR

ENDODERMIS
i CELULAS CORTICALES

Ly
RED DE HARTIG /- _ -,
(HINFAS INTERCELULARES) MANTO FORMADOPOR

HIFAS DEL HONGO
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Aislamiento de hongos ectomicor riticos
* EXxisten numerosos medios, citaremos el de Melin-Norkrans, modificado

CaCl, 0,059 &c.citrico, 100 ml agua) 1ml
NaCl 0.025¢ HCl-tiamina 100 mg
KH,PO, 059 extracto de malta 39
(NH4),HPO, 02g sacarosa 10g
MgSO, 7H,0 0,15¢g agar 2049
sol (1g citrato férrico, 0,649 aguadestilada 1litro

El aislamiento se puede realizar a partir de:

» carpoforos. se abre cuidadosamente el sombreroy pie del hongo y se toman fragmentos de micelio con
aguja o bisturi estéril (alcohol y llama), que se siembran en medio sdlido. Puede partirse de esporas que
se recogen en caja de Petri sobre papel de filtro estéril, colocando el sombrero adherido alatapade la
caja (se formaimagen en el papel)

* micorrizas: selavan con aguacorriente unahora, selavan varias veces con aguadestilada, se desinfectan
con H,0, 110 vol. durante tiempo a determinar (segundos a minutos), lavar con agua estéril y depositar
sobre medio solido estéril. Incubar a 23°C

Practico:

1) Observar macroscopicamente raices de pinos: raices engrosadas, manto fungico, color etc.

2) Efectuar cortes amano que se observan a microscopio entre portay cubreobjeto. Describir hifas exter-
nas eintercelulares (red de Hartig).

3) Observar desarrollo de hongos ectomicorriticos en las cajas de Petri entregadas, efectuar observaciones
de estructuras fungicas en la propia caja sin abrir, invertida, con bajo aumento

4) Efectuar unapreparacion de las hifas entre portay cubreobjeto con gotas de azul de Tripan al 0,05% en
lactofenol. Observar a microscopio.

Endomicorrizas

Arbusculos
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Técnica

« Lavar lasraices con agua corriente para eliminar restos de suelos

» Transferir segmentos de raiz afrasco con taparosca de unos 15 ml, cubrir con sol. KOH a 10 %, tapar y
hervir durante 3 minutos

* Lavar con aguacorriente

* Agregar azul detripan a 0,05 % en vinagre 5%, hervir 3 minutos

» Eliminar € colorante y enjuagar con agua, donde pueden dejarse las raices por mucho tiempo

Préctico: Observacion de raices endomicorrizadas

Montar entre portay cubreobjeto un trozo deraiz coloreada, aplastarlo ligeramente para saparar lostejidos.
Observar a la lupa o a microscopio (10x, 40x) la presencia de hifas, arblsculos, vesiculas, esporas y sus
relaciones con las células vegetales.

Inoculacién de plantines en vivero

Hongos ectomicorriticos: los hongos se cultivan facilmente, existen inoculantes comerciales para vive-
ros. Se puedeinocular con:
i) con mantillo y/o suelo de bosques establecidos
i)  esporas:. licuado de carpoforos

iii) micelio aislado de hongos seleccionados: luego de la seleccidn de hongos a nivel de tubos con
plantines (pino, eucalipto, etc.) y en macetas con suelo inoculado y no inoculado, se propaga €l
hongo en medio liquido (matraces agitados) o solido (cajas de Petri).
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Los micelios se presentan en:

i) enfrascoscon granos esterilizadosy con medio parahongos: el micelio se desarrollaalrededor delos
granos que ofrecen ademas hidratos de carbono. El inoculante consiste en los granos que se colocan
en las macetas o tubetes junto alas semillas amicorrizar.

ii) en bolsas o frascos con turba/ver miculita u otros soportes solidos, impregnados con medio para
hongos.

iii) atrapados en gel de alginato de calcio. El polvo se hidrata con buffer fosfato depH 7'y se coloca
en las macetas

Hongos que forman endomicorrizas del tipo arbuscular

A
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Una de las mayores dificultades en la aplicacion préctica de inoculantes con estos cultivos es laimposi-
bilidad del hongo para propagarse en medio de cultivo.

Luego de trabajoso aislamiento de esporas a partir del suelo por técnicas de tamizado himedo y flota-
cidn, se caracterizan las mismas seguin claves apropiadas (morfologia, color, tipos de paredes).

Las esporas se propagan en las llamadas “ plantas trampas’, especies como sorgo, cebolla. El inéculo se
coloca 2-3 cm més abajo donde se colocaran las semillas en macetas con mezclade sueloy arena (1:2 v/
v) con pH ligeramente &cido. A |os 3-4 meses en invernacul o se observa la col onizacion endomicorritica
y €l aumento del nimero de esporas en € suelo.

Se extraen las raices colonizadas, se las secciona en segmentos de 1 cm: el inoculante esta constituido
por fragmentos de raices colonizadas y esporas homogeneizadas con la mezcla suelo-arena. Se mantie-
nen a un 50 % de la capacidad de campo y a bajas temperaturas hasta su empleo en inoculaciones
experimentales en vivero. Aun no se logré propagar estatécnicaanivel de campo.

| e # s \' -',.. !
B ;’L'::i i L . - 3 k TR Y
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Repaso sobre caracteristicas de los dos tipos méas importantes de micorrizas

Endomicorrizas Ectomicorrizas

Presentes en un 97% fanerdgamasy algunos | Presentes en aprox.3% de faner6gamas, sobretodo
arboles forestales

No visiblesasimple vista Visibles macroscopicamente

Estructuras dentro células corticales de laraiz: | Manto fungico, a veces coloreado, red de Hartig;
arbusculos, vesiculas, y esporas hifas intercelulares, rara vez penetran en las células

Forman carpéforos, esporas y/o elementos de | En general forman carpéforos visibles

resistenciaen el suelo, no visibles (aéreos o hipogeos)

Hongos no tabicados Zygomycotina Basidiomycotina, Ascomycotina micelio tabicado
(Endogonales)

Aidlados de suelo y raiz no crecen en medios | Idem, cultivados en medios de laboratorio a partir
usuales de cultivo de esporas o hifas

Fructifican en presencia del hospedante no fructifican en medios de |aboratorio,

salvo excepciones

linoculacion en pequefiay medianaescalacon | Inoculacion con mantillo, esporas o cultivos de micelio

esporas 0 suelo 'y raices de plantas trampa y/o esporas. Inoculantes comerciales

Pueden conservarse a bagja temperatura Pueden conservarse mucho tiempo en medios artificiales
por 1-2 afios

NoO se conocen especies venenosas Algunas especies comestiblesy otras atamente

ni comestibles venenosas

Requieren a hospedante para crecer No lo requieren

Preguntas

1) ¢Qué son las micorrizas?

2) ¢Cudes son los beneficios para ambos integrantes de |a pareja?

3) Cite distintos tipos de micorrizas

4) Describa las manifestaciones macro y microscépicas de las ectomicorrizas
5) Posibilidades de inoculacion de plantines en vivero

6) Describa las manifestaciones macro y microscopicas de las Endomicorrizas



7) Posibilidades de inoculacién con hongos que forman micorrizas arbusculares

8) @) Analice los resultados de un ensayo de inoculacién en plantulas de pino.
Comente las consideracions sobre lainoculacion
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Tratamiento Altura (cm) Diametro tallo (cm) Volumen plantulas
Pino Virginia con:

Pisolithus 53* 1,5* 11,2*
Thelephora 45 11 59

Pino lobulado con:

Pisolithus 49* 1,3* 81*
Thelephora 41 1,0 42

* diferencia significativa al 5% entre tratamientos

b) ¢por qué no aparecen los datos de | os testigos?

9) El cuadro muestralainfluenciade micorrizas arbusculares en el crecimiento y laabsorcion del P a partir
de polvo de roca, en variedad de tomate. T= testigo, M= inoculada con esporas seleccionadas . Comente las
consideraciones sobre el efectos de lainoculaciony lafertilizacion con P

Dosisde P Materia seca (mg) P en hojas (UM /100g) % Colonizacion raices
05 T 127 3.9 82
M 383 5,6
1 7T 115 3.3 77
M 334 54
2 T 355 1,8 64
M 483 37

10) ¢Cuales son las limitaciones al empleo de estos inoculantes?
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Practico 21
INTERACCIONESENTRE MI (;ROORGANI SMOS
CONTROL BIOLOGICO

1) Tipos de interacciones que pueden ocurrir entre dos microorganismosA 'y B

I nteraccion Nombre Caracter dedlla g emplos

0
+

2) Discutalaposibilidad de neutralismo entre microorgani smos en ambientes como el suel o, aguas, alimentos.
¢Coémo lo determinaria?

Asociaciones sinérgicas
3) Ejemplo de asociaciones caracter de ella, beneficiosy otros ggemplos del tipo

a) bacteriaceluloliticay Azotobacter en suelo rico en celulosa
levaduray bacteria que requiere vitaminas

b) Lactobacillus sp. y Streptococcus sp.
ac. folico+ fenilalaninat+
fenilalanina- &ac. folico —
A (tiazol+, pirimidina-) y B (tiazol-, pirimidinat+)

c) liquenes
protozoos con bacterias fotosintéticas dentro

4) Grafigue e crecimiento de cada uno de las bacterias del caso b) solosy en mezcla de ambos en medio sin
lavitaminani e aminoacido, explicando los resultados

5) En las siguientes asociaciones comensalisticas cite €l beneficio parael comensal

a) hongo celulalitico y bacteriaque usafuente de C simple
b) microorganismo que degrada penicilinay bacteria sensible
¢) microorganismo alcalinizante y otro neutréfilo en suelos acidos
d) bacteria aerobiay anaerobia en agregados
€) oxidantes del H2S 'y microorganismo sensible
f) algas marinas acompafiadas de bacterias
bacterias pedunculadas que se adhieren y nutren sobre algas
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6) Asociaciones sinérgicas del tipo protocooperacion, mutualismo o simbiosis nutricional:En los siguientes
gemplo citelos beneficios parael lery parael 2° microorganismo.

» Bacteriafijadorade N2y celulolitico en medio con celulosay sin N combinado

* Algamarinay bacteria exigente en agua

» Heterétrofosy algas en depdsitos de depuracién de aguas servidas

« Enleche, bacterias que usan lactosay levadura que consume écido léctico

7) Por quéresultan dificiles detectar asociaciones simbi 6ti cas entre microorgani smos? Sefial e al gunos beneficios
gue logran los microorgani smos asociados simbi6ticamente:

I nter acciones antagonicas
8) Caracteristicasde éllasy gjemplos

9) Influencia del aporte de glucosay nitrato en la competencia entre Agrobacterium radiobacter y Fusarium
OXysporum, en suelo neutro:

radio del micelioen cm
Glucosa % KNO3% Fusarium solo Fusarium con bacteria
0 0 2,8 1,2
0,25 2.9 1,0
0,50 31 0,8
2,50 2.8 2.9
1 0 55 2.1
0,25 5,2 19
0,50 54 1,9
2,50 54 50

a) Analice estos resultados y explique | as limitaciones que encontraron estos microorgani smos para
desarrollarse juntos

b) ¢Como evidenciasi la causa de desaparicion de un microorganismos en el un ambiente natural se
debe a competenciapor el C? y por el N? vy por el Fe?

¢) Ejemplos de competencia por laluz, el espacio, € agua
d) Caracteristicas de un microorganismo buen competidor:
10) Si estas no fueron las causas de desaparicion de una bacteriaintroducida al suelo, ¢cuées otras causas de
natural eza biol 6gica pueden haber sido las responsables?
11) Amensalismo: concepto y gjemplos
12) Ejemplos de sustancias inhibidoras o téxicas

* de bgjatoxicidad (actlan a........ concentraciones):
 deatatoxicidad (acttan a......... concentraciones):
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13) Ejemplos de aplicacién de sustancias quimicas de amplio espectro (poco especificas) que pueden inhibir o
matar a algun tipo de microorganismo:

14) Ejemplos de aplicaci én de sustanci as quimicas de altatoxicidad empl eadas en agri cultura.Control biol 6gico
de microorgani smos fitopatdgenos

Control biolégico de microor ganismos fitopatogenos
1) Conceptoy g emplos de microorganismos promotores del crecimiento vegetal

2) Promocién directadel crecimiento vegetal : sefiale gjemplosvistosen el curso y expligque |os mecanismos de
accion

3) Caracteres exigidos a un microorganismo promotor del crecimiento vegetal

4) Promocion indirecta por control biolégico: Definael concepto del estos procesosy comparelos con el con-
trol quimicoy el control integral de microorganismos fitopatdgenos

5) Mecanismos involucrados en e control biol6gico
6) Ventgasy desventajas del control biolégico

7) Analice e control biol6gico por tratamientos culturales como larotacion de cultivos, enmiendas organicas,
agregado de quitina

8) Idem : mediante lainoculacién de microorganismos seleccionados

9) Analice los resultados de lainoculacién de plantulas de tomate en vivero con un hongo seleccionado (Tri-
choderma hamatum).

(%) LoG
Incldencia de
anfarmedades
B0 | ®Control
f"\-'ll ichoderma hamatum
Bl
&0
20
a 2 4 & B Lk 12 Lis

Tiempo {dfas)
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10) ¢Cdomo determinarialos mecanismos involucrados en este ejemplo de control biol 6gico?

11) Analicey explique el efecto de agregados de dosis creciente de quitina en lainfeccion de poroto con
fosarium solani (i)

quitina (kg/ha) indice deinfeccién
0 77
220 52
440 45
880 46

1.320 18




149

GLOSARIO

Aceptor deelectrones. Sustanciaque acepta el ectrones durante unareacci 6n de oxidaci dn-reduccién. un aceptor
de electrones es un oxidante.

Aerotolerante. Se dice de un anaerobio a que noinhibeel O 2.

Antibidtico. Agente quimico producido por un organismo que es dafiino para otros organismos.
Antimicrobiano. Que es dafiino paralos microorganismos, ya sea matandolos o inhibiendo su crecimiento.
Antiséptico. Agente que mata o inhibe el crecimiento, pero que no es dafiino paralos tejidos humanos.

Arqueobacteria. Un grupo evolutivo distinto a los procariotas, que incluye bacterias metanogénicas, extre-
madamente halofilicas y dependientes del azufre.

Autotrofo. organismo con capacidad para utilizar el CO 2 como Unica fuente de carbono.
Auxotrofo. Mutante que requiere de algun factor de desarrallo.

Axénico. Puro, no contaminado; un cultivo axénico es un cultivo puro.

Bacteriofago. Virus que infecta a alguna bacteria.

Bacteroide. Una célula de Rhizobium hinchada, deformada, que se encuentra en un nédulo de laraiz.
Biotecnologia. Uso de organismos vivos parala produccion en gran escala de productos valiosos.
Cépsula. Capa compacta de polisacarido, exterior ala pared celular en agunas bacterias.

Cepa. Unapoblacion de células descendientes todas de una sola célula; un clon.

Cianobacterias. Fototrofos oxigénicos procariotas que contienen clorofilaay ficobilinas.

Cilia. Estructurafilamentosa, corta, que junto con otras hace que una célula se mueva.

Colonia. Poblacién de células que crecen sobre un medio sélido, provenientes de una sola célula

Conjugacion. En los eucariotas, el proceso por el cual |os gametos haploides se fusionan paraformar n cigoto
o diploide; enlos procariotas, latransferencia de informaci én genética de una célulaaotra por contac-to
entre células.

Cultivo. Cepa o clase particular de un organismo gue crece en un medio de laboratorio.
Cultivo puro. Un organismo que se desarrolla en ausencia de cualquier otro organismo.

Denitrificacion. Conversién de nitrato en nitrégeno gaseoso en condiciones anaerdbicas, que dacomo resulta-
do la pérdida de nitr6geno en | os ecosistemas.

Diferenciacion. Modificacion de una célula en términos de estructura y/o en funcién a qué ocurre durante el
desarrollo.

Donador deelectrones. Compuesto que cede el ectrones en unareaccion de oxidaci 6n-reduccién. Un dona-dor
de electrones es un reductor.

Endocitosis. proceso en que una particula, por ejemplo unvirus, estomadaintactadentro de unacélulaanimal.
Lafagocitosisy la pinocitosis son dos clases de endocitosis.

Endospor a. Esporabacteriana formada entro de la célula, extremadamente resistente a calor, asi como aotros
agentes dariinos.
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Espacio periplasmico. El &rea entre la membrana plasmaticay la pared celular, que contiene ciertas enzimas
participantes en la nutricion.

Especie. Coleccion de cepas estrechamente relacionadas.
Espora Término general paralas estructuras latentes resistentes, formadas por muchas bacterias y hongos.
Estéril. Libre de organismos vivos.

Esterilizacion. Tratamiento que da como resultado la muerte de todos |os organismos vivos y virus en un
material.

Eubacteria. Toda bacteria que no sea una arqueobacteria.
Eucariota. Unacélula o un organismo que tiene nuicleo verdadero.

Facultativo. Adjetivo calificativo que indica que un organismo es capaz de crecer con o sin un factor am-
biental. Por ejemplo: “aerobio facultativo”, “sicrofilo facultativo”.

Fagocitosis. Ingestion de material en particulas, como por ejemplo bacteria, sea por protozoarios o por células
fagociticas de organismos superiores.

Fermentacion. Reacciones catabdlicas que producen ATP, en las cuales |os compuestos organicos sirven
bien como donadores primarios de el ectrones, bien como aceptores Ultimos e electrones.

Fermentacion industrial. Proceso microbiano a gran escala.

Fijacion de nitr 6geno. Reduccion de nitrégeno gaseoso a amoniaco.

Fimbria. Estructurafilamentosa corta sobre una célula bacteriana; no participaen lamotilidad. Desempefiaun
papel en laadherencia alas superficies.

Flagelo. Organo de motilidad.

Fotoautétrofo. Organismo capaz de usar luz como Unica fuente de energiay CO 2 como Unica fuente de
carbono.

Fotoheter 6trofo. Organismo que utiliza luz como fuente de energia y materiales organicos como fuente de
carbono.

Fotosintesis anoxigénica. Utilizacion de la energia luminosa para la sintesis de ATP por fosforilacion ciclica
sin produccion de O 2 en las bacterias verdesy pUrpuras.

Fotosintesis oxigénica. Uso de laenergialuminosaparalasintesisde ATPy NADPH por fotofosforilacién no
ciclica con produccion de O 2 a partir de agua.

Fototrofo. Organismo gue obtiene su energia de laluz.

Haldfilo. organismo que requiere sal (NaCl) para el crecimiento.

Heter ofer mentacion. Fermentacién de glucosa u otro azlicar que origina una mezcla de productos.
Heterotrofo. Organotrofo. Usa fuente de carbono y de electrones organica.

Homofer mentacién. Fermentacion de glucosau otro azlicar que origina préacticamente un solo producto: &cido
léctico.

In vitro. Envidrio, en cultivo.
In vivo. En el cuerpo, en el suelo, en un organismo vivo.
Litotrofo. Organismo que puede obtener su energia de la oxidacion de compuestos organicos.
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M estfilo. Organismo que vive en los limites de temperatura proximo ala de los animales de sangre caliente.
M etabolismo. Todas |as reacciones bioquimicas en una célula tanto catabdlicas como anabdlicas.
Microaerofilico. Que requiere O 2, pero a una presion inferior ala atmosférica.

Motilidad. La propiedad de movimiento de una célula por efecto de su propia energia.

Mutacién. Un cambio slbito, hereditario en el fenotipo de un organismo.

M utante. Una cepa diferente de sus antecesores a causa de una mutacion.

Nitrificacién. La conversion de amoniaco en nitrito y nitrato.

Nodulo. Estructura parecida a un tumor, producda por las reices de plantas simbi6ticas fijadoras de nitroge-no.
contiene el componente microbiano fijador del nitrégeno en lasimbiosis.

Nutriente. Sustanciatomada de su ambiente por una célulay utilizada en reacciones catabdlicas o anabdlicas.
Organotrofo. Organismo que obtiene energia a partir de compuestos organi cos.

Pasteurizacion. Proceso que utiliza calor moderado parareducir €l nivel microbiano en materiales sensiblesal
calentamiento. Patdgeno. Organismo capaz de causar dafio a un huésped, a cual infecta.

Pelo sexual. Estructura parecida aunafimbria que existe en las célulasfértiles, ambas Hfr y F + y participaen
latransferencia de ADN durante la conjugacion. Algunas veces se llama fimbria.

Péptidoglicano. La caparigida de las paredes celulars, una delgada hoja compuesta de N-acetilglucosamina,
acido N-acetilmuramico y algunos aminoéacidos.

Pinocitosis. En los protozoos, la captacion de macromoléculas dentro de una célula por unaaccion del tipo de
englobar.

Plasmido. Un elemento genético extracromosoma no indispensable para el crecimiento.

Procariota. Célula u organismo que carece de nicleo verdadero, que usualmente tiene su ADN en una sola
molécula

Profago. Estado de un virus moderado, cuando se haintegrado dentro del genoma del huésped.
Prototrofo. El antecesor del cual ha dervado un mutante auxotrofico.

Recombinacion. Proceso mediante €l cual os el ementos genéticos en dos genomas diferentes serelinen en una
sola unidad.

Recuento de viables. Medicion de la concentracion células vivas en una poblacion microbiana.

Respiracién. Reacciones catabdlicas que producen ATP, en las cuales |os donadores primarios de electrones
SON compuestos organi cos o inorganicos, y 1os aceptores final es de € ectrones son compuestosinorgani cos.

Respiracién aer dbica. Uso de un aceptor de electrones distinto al oxigeno en una oxidacion con transporte de
electrones. Los aceptores de el ectrones anaerdbicos mas comunes son nitrato, sulfato y carbonato.

Serologia. El estudio de |as reacciones antigeno-anticuerpo in vitro.
Sicr éfilo. Un organismo capaz de desarrollo a bajas temperaturas.

Simbiosis. Una situacion nutricional en la cual dos o més organismos combinan sus capacidades metabdlicas
para catabolizar una sustancia, no siendo capaces de catabolizarla uno de ellos solo.

Termdfilo. Un organismo quevive a alta temperatura.
Tiempo de generacién. Tiempo necesario para que una poblacion se duplique.
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Toxina. Una sustancia de origen microbiano capaz de inducir dafio a huésped.

Transduccién. Transformacion de una célula bacteriana por ADN 0 ARN de una virus bacteriano. Se utiliza
también para describir |os procesos de transformacién genética en las células eucariotas.

Transfor macion. Transferenciadeinformacién genéticapor medio de ADN libre. Transgénico. Se utilizapara
describir las plantas o | os animal es modificados genéticamente, que contienen genes extrafios insertados
por medio de ADN recombinante.

Viable. Vivo; que es capaz de reproducirse.

Virus. Elemento genético quecontiene ADN o0 ARN y que es capaz de alternar entre estados intracelular y
extacelular; este Ultimo es €l estado infeccioso.

Virus moderado. Un virus el cual en una infeccion del huésped no necesariamente causa lisis, sino que
puedellegar aintegrarse en el material genético del huesped. Lisogenia.

Xenobidtico. Compuesto quimicamente sintético por completo, que no se da naturamente en la Tierra.
Xer éfilo. Organismo adaptado a crecer a potenciales muy bajos de agua.



