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INTRODUCCION

PRACTICA. ECOLOGIA MICROBIANA

Los microorganismos a pesar de su reducido tamafio son los organismos mas abundantes en la Tierra y presentan
una excelente ubicuidad que les hace dominar practicamente cualquier entorno. Los microorganismos presentan una
enorme diversidad funcional y taxonémica y son capaces de responder de manera rapida a las condiciones bidticas y
abidticas del entorno. Los microorganismos son los impulsores de la mayor parte de los flujos biogeoquimicos (ej. C,
S, N) tanto de los suelos como de los sistemas acuaticos modulada por su amplia diversidad metabdlica. Esta gran
diversidad que muestran los microorganismos ha sido gracias a los mas de 3500 millones de afios de evolucidn que
han ido sufriendo. Debido al reducido tamafio de los microorganismos (~3-10 um) ha sido dificil su estudio y
visualizacion. Los microorganismos, no se han podido observar hasta finales de siglo XVII, cuando Leeuwemhoek
desarrolla sencillos microscopios. Sin embargo, la modernizacion de las técnicas y la novedad de estas ha sido una
reciente revolucién para el estudio de la microbiologia en general y la ecologia microbiana en particular. La Ecologia
convencional no ha considerado a los microorganismos como elementos vivos criticos de los ecosistemas por
considerarlos elementos estaticos de pequefio tamafio y escaso detalle morfologico (Atlas y Bartha 2002). Nada mas
alejado de la realidad y gracias a los cientificos Sergéi Winogradski (1887) y Martinus Willem Beijerinck (1901) cuando
examinan especificamente las relaciones entre los microorganismos y su ambiente biético y abiético y crean la
disciplina relativamente reciente denominada Ecologia Microbiana. Aunque los suelos han sido ampliamente

estudiados y clasificados en términos de caracteristicas fisicas y quimicas, los conocimientos sobre la biodiversidad y



el funcionamiento del suelo son todavia incompletos, principalmente porque en muchos estudios no se considera la

diversidad taxondmica y funcional de las comunidades microbiana. Por ello, es esta practica se plantea a los

estudiantes el andlisis de una serie de factores ambientales quimicos y biolégicos para que puedan estudiar la ecologia

microbiana de los suelos.

Para ello planteamos 4 practicas.

1.
2.
3.

DISENO EXPERIMENTAL

PRACTICA 1. ANALIS DEL PH, CONDUCTIVIDAD Y TASA DE CRECIMIENTO

PRACTICA 2. ANALIS DE LA ABUNDANCIA DE BACTERIAS MEDIANTE EL NUMERO MAS PROBABLE
(NMP)

PRACTICA 3. ANALIS DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA FOSFATASA ACIDA EN SUELOS.
PRACTICA 4. ANALIS DE LA RESPIRACION BACTERIANA EN SUELOS.



DISENO EXPERIMENTAL

Se plantea un disefio a los estudiantes con la intencion de establecer una hipétesis, un formato de recoleccion de las
muestras, procesamiento de estas, analisis estadisticos y memoria final.

Ejemplo de disefio experimental.

Se recoge suelo del campus y se tamiza mediante una malla de 2 mm (Figura 1). La mitad de suelo sera control y la
otra mitad se inoculara con polvo del Sahara.

(T : Medidas:
CG——> pH.
C=—>D Suelo Control RLRL2 Conductividad.
C D I > ::> Tasa de crecimiento.
& . Abundancia de
Suelo con polvo R1-R12 bacterias.
— Tasa de respiracion.

Figura 1.-Tamiz para el tratamiento de suelos y homogenizacién de estas.

Se plantea la siguiente Hipotesis.

H1. El polvo sahariano presenta una alta concentracién de nutrientes que puede estimular el metabolismo de la
comunidad microbiana de los suelos.

HO. No existe efecto del polvo Sahariano en los suelos del campus.

Los estudiantes formaran grupos de 2 personas repartidos en 3 turnos. La mitad de los grupos analizara el suelo
control (sin polvo sahariano) y la otra mitad analizara el suelo con el polvo sahariano®.

*El polvo sahariano se autoclave para no inocular mas microorganismos que puedan afectar o alterar los resultados.

**El polvo sahariano se afiadira en una proporcién de 1:5 (viv)



PRACTICA 1. ANALIS DEL PH, CONDUCTIVIDAD Y TASA DE CRECIMIENTO

Introduccion. pH y conductividad

1.-El pH controla muchas de las actividades quimicas y biolégicas que ocurren en el suelo. La concentracién de iones
hidrégeno es una propiedad importante cuando se estudia un suelo. La escala de pH se utiliza como un indicador de
la concentracion de los iones hidrogeno en el suelo. El pH se mide en una escala logaritmica y representa el logaritmo
negativo de la concentracion de los iones hidrdgeno en la solucién suelo, expresado en moles/L (pH = - log [H+]). Por
ejemplo, un pH de 2 representa una concentracién de 1 x 10-2 moles/L de iones H+, y un pH 8 representa una

concentracion de 1 x 10-8 moles /L de iones H+.

Figura 2.-pH-GLP21

2. La conductividad electrolitica (uS cm-1) en medios liquidos (disolucidn) esta relacionada con la presencia de sales
en solucién, cuya disociacidén genera iones positivos y negativos capaces de transportar la energia eléctrica si se
somete el liquido a un campo eléctrico. Estos conductores idnicos se denominan electrolitos o conductores
electroliticos.

Procedimiento. pH y conductividad
Se mediran estos dos parametros el primer dia.

Matraz A. En un matraz Erlenmeyer se afiaden 20 gr de suelo tamizado en 100 mL de agua miliQ (1: 5). Este matraz
se rotulara con el turno, grupo y tipo de muestra. Se agita en el vortex durante 15 minutos. Durante 2 minutos se dejara
reposar la muestra para proceder a la medida de pH (pH-GLP21, Crison Barcelona) y conductividad (conductivimetro

Crison, Barcelona). Es importante calibrar el pH-metro y el conductivimetro antes de la medicién.
Introduccion. Peso seco

Estimar el peso seco de los suelos. Los suelos no vienen secos, sino que contienen dependiendo de la composicidn

del suelo y de las condiciones ambientales mas o menos agua.


http://es.wikipedia.org/wiki/Conductividad_(electrol%C3%ADtica)
http://es.wikipedia.org/wiki/Disoluci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADquidos
http://es.wikipedia.org/wiki/Disoluci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Sal_(qu%C3%ADmica)
http://es.wikipedia.org/wiki/Disoluci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Ion
http://es.wikipedia.org/wiki/Energ%C3%ADa_el%C3%A9ctrica
http://es.wikipedia.org/wiki/Campo_el%C3%A9ctrico
http://es.wikipedia.org/wiki/Conductor_el%C3%A9ctrico
http://es.wikipedia.org/wiki/Electrolito

Procedimiento. Peso seco

Se ha de pesar el recipiente o tararlo antes de meter el suelo (1g de suelo exacto) hay que ser muy preciso porque
las diferencias seran minimas. A continuacién, se mete en la estufa (115°C durante 24 horas) para su secado

completo. Cada placa con la muestra ha de ir correctamente rotulada con el turno, grupo v tipo de suelo.

PESO DEL SUELO = 1 gr de suelo sin secar- 1 gr de suelo seco. Nos dara el contenido que hay de agua en las

muestras y hay que tenerlo en cuenta a la hora de hacer los calculos.

Introduccidn. Tasa de crecimiento.

Para estimar la tasa de crecimiento (u) de la comunidad microbiana de los suelos se estudiara el cambio de la
densidad dptica celular (DOgoonm) @ lo largo del tiempo mediante espectrofotometria. Vamos a medir 1 vez al dia
durante 4 dias. Estas medidas de Absorbancia a 600nm se obtienen en un espectrofotometro (Spectronic GenesysT;

England; Figura 3) que nos permitira calcular la tasa intrinseca de crecimiento.

Si durante esta semana, la comunidad microbiana muestra una curva con sus fases (fase de latencia, fase
exponencial, fase estacionaria incluso fase de muerte) entonces la tasa de crecimiento solamente se calculara de la
parte lineal (fase exponencial) y por ello aplicaremos la ecuacion 1.
(DOf - DOI)

(Tf =Ti)

Ecuacion. 1

Procedimiento. Tasa de crecimiento.

Matraz B: Se recogen 5 ml del matraz A (después de 15 minutos de agitacién) y se llevan a 50 ml (1:10) de BHB
(matraz B). El matraz B se rotulara con el turno, grupo y tipo de muestra y se agitara en el agitador orbital durante 1

minuto.

Para estimar la DOgoonm S€ recoge 1 ml del matraz B para realizar el Blanco y 1 ml para la medida de la muestra. El
Blanco se centrifuga en un eppendorf a 13000 rpm durante 1 minuto y se mide en el espectrofotometro a 600 nm. La
muestra se mide también en el espectrofotdmetro pero directamente sin centrifugar después de medir el blanco. Se

anotara el resultado de cada dia en la tabla del guion (nunca en un papel suelto).



Espectrofotémetro
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Figura 3.-Procedimiento para la tasa de crecimiento.
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Ejemplo de la tasa de crecimiento de la comunidad microbiana de un suelo.
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Dias de incubacién

Cogeriamos los valores del dia 2 y del dia 4 de abril para los calculos porque a partir del 5 dia ya no crece y el 6 ya
empiezan a morir.

p = (0,15- 0,01)/(4-2) = 0,7 d



PRACTICA 2. ANALIS DE LA ABUNDANCIA DE BACTERIAS MEDIANTE EL NUMERO MAS PROBABLE (NMP)

Introduccion. Abundancia bacteriana

Para cuantificar en NMP de bacterias en el suelo se cogera 1 ml del matraz A que se reservé el primer dia y se

realizaré un banco de diluciones en viales eppendorf desde 10° hasta 107 (Figura 4)
Procedimiento. Abundancia bacteriana.

En una placa de 96 multipocillos afiadiremos a cada pocillo 180 ul de medio de cultivo LB menos la columna 12. A
cada columna (1 hasta la 8) inocularemos 20 pl del consorcio microbiano de cada una de las diluciones (Ver figura 5).
Para ello vamos a utilizar las pipetas multicanales. En la columna 12 vamos a inocular 200 pl de cada uno de los tubos
de los que hemos hecho el banco de diluciones. El primer pocillo de la columna 12 ira con 200 pl de la dilucién 109,
el segundo pocillo ird con 200 ul de la dilucién 10"y asi hasta llegar al pocillo 8 de la columna 12. Se incubaran las

placas a 28 °C correctamente rotuladas (turno, grupo y tipo de suelo) durante 1 é 2 dias en oscuridad.

o >~ > Y Y Y\ Figura4 Banco de diluciones.

= “ “ “ ‘
110 1:100 1100 10t
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Se descargan los los 20 ul de indculo de cada una de las diluciones cambiando la posicion de
8]8[s]8[s]8]8]] la mano.
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Figura 4. Placas multipocillos y procedimiento para la inoculacion de los pocillos.



Consorcio
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Figura 5. Placas multipocillos con crecimiento bacteriano.

Tras 24-48 horas, las bacterias iran creciendo y donde hayan caido bacterias se vera turbidez como consecuencia del
crecimiento. Cada fila es una dilucion, por lo que a medida que nos movemos hacia la derecha habra menos pocillos
con crecimiento hasta, la dilucion en la que la muestra esta tan diluida que ya no ha caido ninguna bacteria y por lo
tanto no hay turbidez en ningln pocillo (en esta grafica seria la dilucién 107). En practicas lo que tenéis que hacer
cada grupo es indicar cuantas réplicas han dado positivo (pocillos en los que hay crecimiento) en cada columna
(dilucion). A partir de esos datos se calcua con un  programa  estadistico

(https://mostprobablenumbercalculator.epa.gov/mpnForm) el nimero de bacterias (MPN) que hay en vuestra dilucién

madre.

Most Probable Number (MPN) Calcul

The Most Probable Number (MPN) Calculator is an easy-to-use tool developed for bacteriologists to estimatt
estimate using probability formulas. The calculator was developed to help public drinking water utilities mc
Subsequently, it was modified to provide MPN calculations for viral contaminants.

MPN Calculator

Number of Dilutions ~ ? a
Settings

Saved MPNs Number of Tubes per Dilutien ~ ? a

File Upload
\no(ulum‘ aPlease include provide the inoculum

Volume volume
?

Number of positive tubes observed in each dilution, separated by your

MPN Results

Most Probable Number (MPN) 7646.603/ml
MPN Corrected For Bias (Thomas) 6914.609/ml

Lower 95% Confidence Limit (Cornish & Fisher)
2997.338/ml

Upper 95% Confidence Limit (Cornish & Fisher)
15699.432/ml

Lower 95% Confidence Limit (Loyer & Hamilton)
0.000/ml

Upper 95% Confidence Limit (Loyer & Hamilton)

delimiter ", ? 0.000/ml

8,884,000 3 )
Spearman-Karber Estimate 13335.214/ml

Themas 7774.630/ml

RBased MPN 7672.653/ml

Figura 6. Pantalla del programa para el calculo del NMP y la salida de resultados.

Datos que necesitais saber: 1.-Number of dilutions ¢ Cuéntas diluciones tenemos? 2.-Number of tubes per dilution
¢, Cuantos pocillos en nuestro caso tenemos por dilucién? 3.-Inoculum volumen ¢ Qué volumen del inéculo (del Matraz
A) tenemos en cada pocillo? 4.-Number of positive tubes observed in each dilution, separated by your delimiter. Aqui
es donde vais pinchando los positivos de cada dilucién y los separais por comas como en la foto. 5.-Una vez le dais
al calculo, el valor correcto es el primero (MPN). Si os da algun error sobre el método de Loyer and Hamilton ignorarlo.
6.-Una vez obtenido el resultado, tendremos MPN (numero de bacterias) por 1 ml. Ahora tenéis que pasar esos
calculos a los gramos de suelo. Recordad de la practica anterior.


https://mostprobablenumbercalculator.epa.gov/mpnForm

PRACTICA 3. ANALIS DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA FOSFATASA ACIDA EN SUELOS.

Introduccion. Actividad fosfatasa

Actualmente, existen evidencias de que las propiedades biologicas de un suelo son indicadores tempranos de estrés,
haciéndolas idéneas para su uso en los diferentes programas de monitorizacion. Las propiedades bioldgicas méas
Utiles para determinar la calidad del suelo desde una perspectiva funcional son aquellas relacionadas mas intimamente
con el reciclado de nutrientes, porque proporcionan “informacién” sobre el estado funcional del suelo. De entre los
indicadores microbiolégicos, cabe destacar las actividades enziméticas (AE) relacionadas con el reciclaje del N, P, C
y S, ya que, por un lado, nos proporcionan informacion sobre el estado microbiolégico del suelo, responden
rapidamente a perturbaciones y, son relativamente faciles y baratas de medir. Segun su funcién, las enzimas del suelo
mas estudiadas son las oxidorreductasas (en particular, deshidrogenadas, catalasas y peroxidasas), y las hidrolasas

(fosfatasas, proteasas y ureasa).
Procedimiento. Actividad fosfatasa (Figura 7)

1.-La muestra A contiene el substrato (p-nitrofenilfosfato; Figura 6) para la enzima fosfatasa antes de la incubacion:

e Sepesan 0,59 de sueloy se afiaden a un tubo de 10 ml.

e A continuacion, se vierten 2 ml de disolucion tampon MUB (pH 6,5).
e (0,5 ml de la solucion sustrato p-nitrofenilfosfato 25 mM.

o Agitar después de afiadir cada reactivo.

2.-La muestra B es el control. Este tubo, el substrato (p-nitrofenilfosfato) se afiade después de de la incubacion:

e Sepesan 0,5 g de suelo y se afiaden a un tubo de 10 mL.
¢ A continuacion, se vierten 2 ml de disolucién tampén MUB (pH 6,5).
o Agitar después de afadir el reactivo.

3.-Incubacion: Se incuban 1 hora a 37°C ambos tubos, y luego se meten en la nevera 15 minutos. Los tubos no deben
estar tapados durante la incubacién. (En este tiempo realizaremos la recta de calibrado. Ver mas abajo)

1
HO—F—OH Fosfatasa 0
o icida Il 0 ) o .
Z 0 il [ ’ Figura 6. Actividad de la fosfatasa acida y
| * H; + HO—P—OH + . L .
) I la liberacion del sustrato p-nitrofenol que
~
. 1 OH . . ,
N '\ se mide mediante espectrofotometria.
N o4
*O/ \() 0/ o
p-nitrofenil-fosfato p-nitrofenol

4 .-Una vez finalizada la incubacion se ha de afiadir a la muestra B, 0,5 mL de la solucion sustrato p-nitrofenilfosfato
25 mM (agitar).



5.-Se afade ademas a las muestras Ay B:

e 0,5mlde CaCl2 0,5M (y agitar).

o 2ml de NaOH 0.5M (y agitar).

o 5 ml de agua. Tapar los tubos y agitarlos (casi mejor a mano para mezclar perfectamente el
contenido).

o Centrifugar a 3500 rpm durante 5 minutos.

2 ml Tampdn S
MUB MUB
Agitar
0.5 ml Agitar
solucion
Incubar 1h
37 9C
M M
u ] u
15 minutos 5
€ en nevera .
S
t 0.5 ml t
solucidn r
r Afadir 0.5 .
a ml de CaCl2
Agitar
A i B
Asitar Afadir 0.5
Afadir 2ml ml de CaCl2
de NaOH it
gitar
Asitar Anadir 2ml
Afiadir 5 ml de NaOH
de H20
Agitar
Afiadir 5 ml
de H20

Figura 7. Flujo de trabajo para determinar actividad fosfatasa.



Procedimiento para la recta de calibrado.

Las diferentes concentraciones de p-nitrofenol se las damos ya hechas a los estudiantes: 0, 10, 25, 50, 100, 200, 300,
500 mg/I de p-nitrofenol (disolucion madre’” de 1000 mg/l (=1 g/l) de p-nitrofenol)

La preparacion de estas muestras para medirlas en el espectrofotdmetro a 400nm la realizarén los estudiantes de la
siguiente manera.

Los tubos de los patrones (de 10 ml también) llevan:

e 0,5 ml del patron (concentracion correspondiente) (agitar).
e 2 ml tampon MUB (agitar).

e 0,5mlde CaCl2 0,5M (agitar)

e 2 mlNaOH 0,5M (agitar).

e 5 mlde agua (agitar).

e  Centrifugar a 3500 rpm durante 5 minutos.

Procedimiento de la medida en el espectrofotometro 400 nm

Cada grupo se ocupara de la realizacién de uno de los patrones. Al final de la clase se expondré el resultado de todos
para poder realizar la recta de calibrado (figura 8). A partir de esta recta podemos calcular la actividad enzimatica de
las muestras de suelo.

La actividad enzimatica AE de la fosfatasa en umoles de p-nitrofenol g-* suelo seco h-'. (M * V)/(PM*P)

A partir de la recta de calibraciéon sacamos M (mg-1 de p-nitrofenol) =Y (y = ax+b).
V= 0.5 ml de volumen de sustrato (p-nitrofenol fosfato).

P =0.5 g de suelo.

Peso molecular = 139 pg p-nitrofenol =1 pmol de p-nitrofenal

Para obtener la actividad enzimética neta, hay que restar la actividad obtenida en el tubo A — la obtenida en el tubo B
de cada muestra.

Ejemplo Abs Muestra A = 1,6, Abs Muestra B =0,8. Resultado actividad enzimatica = 1,32 pmol-g-1-h-1

y = 230,85x - 10,207 mg/L de
600 , Abs (400 nm)
— 500 2=()9912 . p-nltrofenol
2400 0 0
5 300 10 0,075
é 200 25 0,096
< 100 50 0,283
0 100 0,491
0 1 2 3 200 1,015
Absorbancia (400nm) 300 14
500 2,1

Figura 8. Ejemplo de recta de calibracion



PRACTICA 4. ANALIS DE LA RESPIRACION BACTERIANA EN SUELOS.
Introduccion. Respiracion bacteriana en suelos.

La descomposicion de la materia organica es un proceso ecosistémico mediado por organismos heterétrofos que
utilizan la materia organica como fuente de carbono y energia. Durante este proceso una parte del carbono es devuelto
a la atmésfera en forma de CO2, mientras que otra se transforma en otros compuestos mas sencillos o se almacena
en las propias estructuras microbianas. Cerca del 80% de los servicios ecosistémicos estan relacionados con el suelo
y su actividad biolégica por lo que la respiracidn de suelos, que integra dicha actividad resulta ser un indicador muy
Util para evaluar la funcionalidad, la salud y la fertilidad del suelo.

Procedimiento. Tasa de respiracion. (preparacion)

La tasa de respiracion de la comunidad microbiana en los suelos se estima midiendo la cantidad de CO2 producida
por la comunidad microbiana durante un determinado periodo de tiempo.

Se han de pesar 10 gramos de suelo y se colocan en una duquesa, rotulado con el turno, grupo v tipo de suelo con
dos viales de centelleo, uno de ellos con 14 ml de hidréxido de sodio (NaOH) 0,2 N, con el fin de que el diéxido de
carbono (CO2) producido en la respiracion sea absorbido y neutralizado en los viales con NaOH en forma de carbonato
de sodio Na2CO3 (Figura 9). Otro vial de centelleo se coloca también en la duguesa con agua para mantener hidratado
el suelo. Los viales de centelleo se han de dejar abiertos antes de cerrar la duquesa.

En cada turno se preparara un control abiético que consistira en, una duquesa sin suelo (o suelo autoclavado) pero
con un vial de NaOH y otro de agua. Este control nos permitira estimar el CO2 que no corresponde a la respiracion
microbiana del suelo (ej, el que pueda entrar por difusion en la duquesa, el que ya estuviera dentro de la duquesa) y
por lo tanto seréa restado del calculo.

Figura 9. Duquesa con dos viales de centelleo y HCI 0,1 N

= =¥ .
— TT——

placa con suelo para la respiracién y Esquema

para la valoracién acido-base de la NaOH. 14 ml NaOH
10 mL de cloruro de bario 0,2 N
Procedimiento. Tasa de respiracion. 3 gotas de fenolftaleina

(valoracién)
El ultimo dia vertemos el vial con NaOH en un Erlenmeyer. En esta muestra tenemos: Na;CO3 y NaOH libre que no
se ha unido al CO,. EI Na;COj3lo vamos a retirar de la muestra precipitandolo con 10 ml de cloruro de bario 0,2 Ny



el NaOH libre se valorara mediante acido clorhidrico 0.1N. Se afiaden tres gotas de fenolftaleina (color intenso
rosa cuando el pH es basico) de modo que al neutralizar el NaOH (basico), el pH se vuelve mas acido y la
fenolftaleina vira de rosa a transparente.

El nimero de moles de didxido de carbono producido por los microorganismos se obtiene como:
CO+2NaOH 3 Na,CO3+Hy0

\@umen (HCI) x Normalidad (H@ = Volumen (NaOH) x Normalidad (NaOH)
~ - ~— —

N°® moles HCI N° moles NaOH
N° de moles de CO, = (n° de moles totales de NaOH-n°de moles de HCI)/2
N° de moles de CO2= (14ml NaOH x 0.2 N)/2 - ((0.1 N/2)x X ml HCI)).

Si el valor sale muy bajo se pasa a mmol de CO; El valor hay que dividirlo también por el niimero de dias
que ha estado la incubacién y también por el nimero de gramos de suelo que hemos puesto.

Ejemplo. Si he utilizado 8 ml de HCI en la valoracion, pusimos 10 gramos de suelo a incubar durante 14 dias,
el resultado es.

mmoles CO; producido d-'g-'= [(14ml NaOH x 0.2 N)/2 - ((0.1 N/2)x 8 ml HCI))] / 14 dias y / 10 gramos de suelo =
7,14 mmoles CO; producido d-'g"*



