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* Profundidades marinas / subsuelo
* Fuentes hidrotermales

» Glaclares

« Salares / lagos hipersalinos
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Profundidades Marinas

» Baja Temperatura
» Alta Presion
* Escasos Nutrientes
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Figura 19.15 "Brazo de muestreo del sun_neablc_a Kaiko insertando X
un tubo en el sadimento del fondo manno en la Fosa da las Mananas &

{Océano Pacifico, frente a las Filipinas) a una profundidad de 10.897 0 200 400 8600 BOO 1000 1200

metros. Los tubos de sedimento se recuperan y se utilizan para el en-

nguecimiento v aislamiento de las bacterias bardfilas. Presion (atm)



Fuentes Hidrotermales Submarinas

FQS. Mﬂ"" * O'}"FGO(OH). Mno;:

-

templada (6-23°C)
Emision a alta %
temperatura (~350°C) ™
(chimenea negra)

Fuente hidrotermal >
A

Agua de mar

FeS
H,S /
\ H.S SOPL
! \ Fe?*+S%—wFaS
y Fluido = Limite de
hidroifm\al los 350°C
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Quimiolitotrofos oxidadores de azufre - Thiobacillus




FISH: identificacion del dominio Bacteria y Archaea en chimenea negra

Sonda ROJA:
Complementaria al ARNr 16S
de Archaea

COrwstian Jeart o

Tincion flogenédtica de matenal procedente de una
ghimenea negra de Snake-Pit, en la cordillera submarina del Atlantico
Medio (a 3500 m de profundidad), Se conjugo un colorante verde fluo-
fescente con una sonda de rRNA 16S del dominio Bactena y un colo-
mante rojo con una sonda de rRNA 16S para &f dominio Archaea (veanse
Secciones 11.6 y 18.4). El numero de células tiende a ser mas eleva-
gdo en las regiones externas de la pared de la chimenea (proximas a
s 2°C del agua marina), y a disminur en la regidn interior. El fluido hi-
grotermal que pasa a traves de la chimenea estaba a 300°C



Vida Microbiana en las profundidades de la tierra:
en roca volcanica (basalto)

El basalto es una roca volcanica rica en hierro y con escasisima materia organica.

Fuente de energia: hidrogeno molecular

Aceptor final de electrones: CO, y sulfato

Verde: superficie del basalto
Rojo: bacterias tenidas con rojo Nilo



Ciclos Biogeoquimicos

» Resultado del conjunto de los procesos biolégicos y quimicos durante el
reciclado de elementos esenciales en los sistemas vivos. Implica reacciones
redox.

Ciclo del Carbono
Ciclo del Nitrégeno
Ciclo del Azufre

Ciclo del Hierro

Todos los organismos vivos estan involucrados:

Bacterias, Archaeay Eucarya



Ciclo del Carbono

 El carbono es reciclado en todos los ambientes.
» Mayor reservorio en rocas y corteza: pero su disponibilidad aumenta muy lento.
* EI CO, atmosférico esta mas disponible para los organismos.

 El carbono orgéanico se encuentra en organismos vivos (gran parte en plantas) y
en humus (la mayor parte).

« Humus: materia organica muerta sin descomponer.

 Unicas vias para producir C organico es por fotosintesis o quimiolitotrofia.

Liberacion de CO, por humanos: m‘f‘?g P, . _
Uso de combustibles fésiles P . \Eu_gcm,m de_ S0k por agtotrofos.
f Fotosintesis > quimiolitotrofos

\

Muerte y
mineralizacion
en los sedimentos

Formacion
de la roca

\ |




Reservorios de carbono

TABLA 19.3 PFPrincipales reaservorios de carbono en la Tierra

Océanos 38 x 10" (>95% 0,05
es C inorgdnico)
Rocas v sedimentos 75 x 10° (>>80% > 095
es C inorganico)
Biostera terrestre 2 % 10° 0,003
Biosfera acudtica 1-2 0,000002
Combustibles fGsiles 4.2 <11y 0,006
Hidratos de metano 10 0,014

* Una gigatonelada son 107 toneladas, Datos adaptadas de Scaence 290
91295 (200))



Ciclo del Carbono

« Fijacion por fotosintesis o
quimiolitotrofia

* Liberacion por
microorganismos: 2 estados de

oxidacion: metano (CH,) y CO..

* Metanotrofos:; oxidan metano a
CO,

* Produccion de CO, por
quimioorganotrofos (resp.
aerobia, anaerobia,
fermentacion).

organicos

Compuestos
orgénicos

Andxico
Sedimentacion
Compuestos

- Oxidaciones (amarillo)
- Reducciones (rojas)

Oxico




Celulosa,
otros polisacéridos,
proteinas
Bacterias
celuloliticas Hidrdlisis
y otras bacterias
hidroliticas

metanogénesis -

Azucares,
aminoéacidos

Bactenas n Fermentacion
l} Propionato™
B -

Succinato®”
Bacterias oxi-

Alcoholes
dadoras de
\estogénesis | . arégencs dcidos grasos | Fermentacion

y productoras
de H, (sm:mfos)

|-

Motanégenos

Sucede mucho en pantanos y vacas!

W e
CH, + CO,



Descomposicion anaerobica

TABLA 19.4

Fermentacion de glucosa a acetato, H, y CO, Glucosa + 4 H;O — 2 acetato” + 2HCO; + 4H' + 4 H, ~270 319
Fermentacion de glucosa a butirato, CO, y H, Glucosa + 2 H,O — butirato” + 2HCO, + 2H, + 3H’ -135 - 284
Fermentacion de butirato a acetato y H, Butirato + 2H,0 —2acetato + H® + 2 H, +48,2 -17,6
Fermentacidn de propionato a acetato, CO, v H, Propionato” + 3 HyO —s acetato” + HCO; + H' + H, +76,2 -5,5
Fermentacion de etanol a acetato y H, 2Etanol + 2H,;0 -2 acetato” + 4 H, + 2H' +194 -~37
Fermentacion de benzoato a acetato, CO, y H, Benzoato + 6 H,O 3 acetata” + 2H' + CO, + 3 H, +47 18
Metanogénesis a partir de H, + CO, 4H; + HCO; + H' —-=CH, + 3H.,0 -136 -3.2
Metanogénesis a partir de acetato Acetato + H,0 —CH, + HCO, -31 -24,7
Acetogénesis a partir de H, + CO, 4H; + 2HCO; + H' —sacetato + 4 H,O - 105 -7.1

“ Datos adaptados de Zinder, S. 1984, Microbiology of anaerobic conversion of organic wastes to methane: Recent developments. Am. Soc, Micrbiol. News 5:294-298.
" Condiciones estandar: solutos, 1 M; gases, 1 atm

" Concentraciones de los reactantes en un ecosistema andxico de agua dulce tipico: acidos grasos, 1 mM; HCO,, 20 mM; glucosa, 10 pM; CH4, 0,6 atm; H,, 107
atm. Para calcular AG a partir de AG", véase Apéndice 1.



Composicion tema: “la vaca’

Degradadores de celulosa
Fibrobacter succinogenes®
Butyrivibrio fibrisolvens'

Ruminococcus albus”
Clostridium lochheadii

Degradadores de almidén
Prevotella ruminicola
Ruminobacter amylophilus
Selenomonas ruminantivum
Succinomonas amylolytioa

Streptococcus bowis
Degradadores de lactato
Selemomonas lactilytica

Megasphaera plsdenii

Degradadores de succinato
Sclnwartzia succinovorans

Degradadores de pectina
Lachnospira multiparus

Metandgenos
Methanobrevibacter
rununantivm

Methanomicrobivum mobile

Negativo
Negativo

Positivo

Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo

Negativo
Positivo

Negativo

Positivo

Positivo

Negativo

I =E= o=

Bacilo
Bacilo curvado

Coco

Bacilo (esporas)

Bacilo

Bacilo

Bacilo curvado
Owvalado

Coco

Bacilo curvado
Coco

Bacilo

Bacilo curvado

Bacila

Bacilo

-

Succinato, acetato, formiato

Acetato, formiato, lactato,
butirato, H,, CO,

Acetato, formiato, H,, CO,

Acetato, formiato, butirato,
H)r CO:

Formiato, acetato, succinato

Formiato, acetato, succinato

Acetato, propionato, lactato

Acetato, propionato,
succinato

Lactato

Acetato, succinato
Acetato, propionato,
butirato, valerato,

coproato, H,, CO,
Propionato, CO,

Acetato, formiato,
lactato, H), CO:

CH, (a partir de H, + CO,
o de formiato)

CH, (a partir de H, + CO,
o de formiato)

45-51
41

K) |

49



TABLA 19.5 Estimaciones de Ia liberacion

atmoxiara

-y — T ———— S s N

e n g e -‘27___,;'_L,,,;.».,_.:.._.,,U.,..;;‘,' k-
Biotica
Rumiantes o BO-100
Termes 25-150"
Lonas agricolas encharcadas 70-120
" - s Humedales naturales 120-24X)
Estimacion de s
Oxdanos y lagos 1-20
. .- s Tundra 1-5 -
la liberacion de | wue
Mineria de carbon 10-35
Emisiones naturales de gas 10-30
metano a la Reapien industeiaten y e 1545
gasoductos
4 Combustion de biomasa 1040
atmosfera B e i wctmio 24
Volcanes 0,5
Automoviles 05
Total 350-820
Total biotico 2665 #1-86'% del total
Total abiotico 48-155 13- 19% del total

"Uhtos adaptados de Las estimaciones de Tyler, 5O, 1991, The global methane
badget, pp. 758, en £ |. Rogers y W B Whitman (eds. ), Microtasl Production
ad Comsumprbaon of Greenhouse Gases: Methane, Nitrogen Oxides, and IHalomeths-
Mes, Amencan Saclety for Microbiology, Washington, OC

Estimas mis recentes indican gue el valor més bajo es probablemente ¢
mis exacto,



Sintrofia

Antio Bonthas ¢ Asenn Cheiscs

Reaccion Organismo AG¥(kJ)

CHy;+2H,0 ——= CO, + 4H, Metanogeno +131
SOZ + 4H, + H' == HS" + 4H,0 Sulfato reductor-156

Sum: 50‘2‘ + CHy = HCO; + HS” Reacctén -25
+ H20 sintrofica
(b) Figura 19.25 Oxidacion andxica de metano. (a) Agregados celulares

de sedimentos marinos que oxidan metano. Los agregados contienen
bacterias metanégenas (rojo), rodeadas por bacterias sulfato reductoras
(verde). Cada tipo celular esta tefiido con un colorante filogenético FISH
diferente (véase Seccion 18.4). (b) Posible mecanismo de la oxidacion
sintrofica andxica de metano en los agregados celulares,



Ciclo del Nitrégeno

» Estados de oxidacion del N

+1 (promedio por N)
+2 >
+3
+4

+3

* N, es la forma mas estable (triple enlace)
» Atmosfera es el mayor reservorio.

VOLATIL
GAS

SOLUBLE EN AGUA



Ciclo del Nitrégeno - Oxidaciones (amarillo)

- Reducciones (rojas)

Quimiolitotrofas

Nitrificacion

w&upos

de nitrégeno

B. Fijadoras de N: rojas

4
%J - =7 | y verdes fototroficas

Respiracion anaerobia:
Bacillus, Pseudomonas

Denitrificacion



Ciclo del Nitrégeno

v Nitrificacion

- oxidacion de compuestos de N (NH; y NO,") a nitrato (NOy) por bacterias
nitrosoficantes y nitrificantes (quimiolitotrofas aerobias).

v Desnitrificacion: compuestos de N como aceptores de e- en la respiracion
anaerdbica (reduccion de compuestos de N; e.g. nitrato a 0xido nitroso o N,).

Procesos clave y procariolas del ciclo del nitrégeno

Procesos

Organismos

Nitrificacion (N1 I"-—» NO,)
NHJ’—o NO,

NO,™ =+ NO;

Desnitrificacion (MO —= N,
Fijacidén de Nz(\J) + 8H == NH; + H,)
Vida libre
Acrobia

Anaerobia

Simbidtica

Amonificacion (N orgamico == NH,")

Nitrosomonas

Nitrobacter
Bacillus, Paracoccus

Pseudomonas

Azolobacter
Cianobacterias
Clostridium, bacterias
fototroficas rojas y verdes
Rhizobium

Bradyritzobaum

Frankia

Pueden hacerla muchos
MICrOOTRANISMOS

Fijacion de N:
- Gran cantidad de E para romper N,
- Solo algunos microorganismos son capaces.

Asimilacion:

-Absorcion de compuestos inorganicos de N
(NH, etc.) como nutriente.

- Nitrato NO;- es facilmente asimilable por
plantas.

Amonificacion:
- Descomposicion de compuestos organicos
de N produce amoniaco (NH; o NH,*).



Ciclo del azufre

-

Procesos clave y organismos procariotas en el ciclo del azufre

Procesa Organismos
Oxidacion de sulfuro/azufre (H,5— 5'—50")
Aertbico Quimiolitotrofos del®zufre
(Thaobacillus, Beggiaton, otros)
Anaerobico Bacterias fototroficas rojas y verdes,

%

algunos quimiolitotrofos

Reduccion de sulfato (anaerdbico) ( SO* —= H,S)

Desulforabrio, Desul folwrcter, 00~ A

Reduccitn de sulfato——

Reduccion de azufre (anaerobico) ( 5'—=H,S)
Desul furomionas, muchas B DMSO ——> DMS
Archaca hipertermolilas :
Desproporcion de azufre (S,:0,° —=H,S + S0,%)
Desulfovibrio, y otros
Oxidacion o reduccion de compuestos organicos (CHSH=-=CO, = H.5)
de azufre (DMSO == DMS)
Desulfurilacion (orginica-5S —=H.5)
Muchos organismos pueden hacerlo

SUTERERGE Ciclo de dxido-reduccién del azufre: las reacciones de oxidacion se representan por flechas amarilias y las reduccion por rojas.
DMSO, dimetilsulioxido, DMS, dimetilsulfuro.



Ciclo del hierro

(Férrico)
R
Oxidacion Reduccidn
de hierro te hierro
ferroso férrico
(bacteriana (bacteriana
o quimica) 0 quimica)

Extraccion -
de menas

Oxidacion
quimica

\V4

{Ferroso)

Cidodeéxbdo—reduccién del hierro. La forma pnncl-
pal del hierro en la naturaleza es Fe’' y Fe''; Fe” as producto de la ac-
tividad humana en la extraccion de mena de hierro. La oxidacion de hiermo
ferroso es un proceso aerdbico que llevan a cabao los quimiolitotrofos (o
quimico a pH neutro) y anaerdbico por algunas bacterias fototroficas
anoxigénicas y bacterias desnitrificantes. Las oxidaciones se represen-
tan mediante flechas amarillas y las reducciones por flechas rojas.




Ver lo Iinvisible



Columna de Winogradwski

O’l
- f | —— TYapa de hoja de aluminio
o plastico
Agua de lago
aicririne ol i Algas y cianobacterias
\".
= ‘- Bacterias rojas no del azufre
Fango ‘- Zonas de crecimiento de
suplementado _—> bacterias verdes o rojas
con nutrientes™ " del azufre
Organicos y
CaSO0, . Descomposicion
2 ¢ andxica y reduccion
H.S de sulfato
(a)

ZUTER RS Columna de-WTnogradsky, (a) Esquema de una columna tip)-

ca, La columna se coloca de manera que reciba luz solar débil. Las bacterias
quimioorganotréficas crecen a lo largo de toda la columna, los aerobios y mi-
croaerdfiios en la parte superior, los anaerobios en las zonas que contienen
H;S. La descomposicion andxica que da lugar a la reduccion de sulfato crea
el gradienta de H,S. Las bacterias verdes y rojas del azufre se estratifican de
acuerdo con la tolerancia al H,S. (b) Foto de columnas de Winogradsky que se
han mantenido anoxicas hasta la parte supernior; cbsérvese el crecimiento ma-
sivo de tres tipos diferentes de bacterias fototréficas en la parte de la colum-
na de agua que esta encima del lodo. De izquierda a derecha: Thiospirilium
jenense, Chromatium okenii (ambas bactenas rojas del azufre, Seccion 12.2)
y Chiorobium limicola (bacteria verde del azufre, véase Seccion 12.32)

(b)

NOTDanT Piarweg



Gradicnts

Metbelie Nidnes

Columna de Winogradsky
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Columna de Winogradsky

Algas fotosintéticas

Cianobacterias: fotosintéticas, zona color
verde.

Beggiatoa y Thiobacillus: bacterias que
oxidan azufre, utilizan lo que quedd6 de H,S —
SO

Rhodospirillum y Rhodopseudomonas:
bacterias puarpura, se ven como una franja
rojo-anaranajado. El H,S inhibe su
crecimiento

Chromatium bacterias purpuras del azufre
Gram (-), aparecen donde la concentracion de
H,S no es tan alta.

Chlorobium: bacterias verdes del azufre, usan
el H,S como donante de electrones — S°

Desulfovibrio: reductoras de azufre Gram (-),
usan productos de fermentacion, respiracion
anaerobia — H,S. Se ven como una franja
negra

Clostridium: bacilos grandes moviles Gram (-
), usan la celulosa — glucosa — fermentacién

https://karenquinto.files.wordpress.com/2012/06/photo.jpg

Zona aerobia: la parte
superior de la columna
de agua puede contener
abundantes
microorganismos
aerobios, los que se
encuentran
habitualmente en
habitats acuaticos ricos
en materia organica.
Suelen ser flagelados.
Zona anaerobia:
pueden crecer dos
tipos de
microorganismos, los
gue fermentan la
materia organica, y los
gue respiran
anaerobicamente. En
el nivel mas bajo de la
columna (alta
concentracion de H,S)
aparecen varios
grupos de
microorganismos
diferentes.
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METODOQO DEL NUMERO MAS
PROBABLE PARA RECUENTO
DE BACTERIAS



Metodologia I: réplicas de diluciones

=)
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=)

=)

=

v

Tenemos aqui 3 eventos independientes de diluciones seriadas

con factor de dilucion 10.



Metodologia Il: incubar diluciones

25°C

agitacion
16hs




Resultado

IR
NIy

A AER

Tubos con crecimiento: 3
La cantidad de bacterias en la muestra orlglnal esta alrededor de 104

Segun la tabla en uso, se elige la ultima dilucion con crecimiento en las tres
replicas y las dos subsiguientes. EI NMP puede calcularse buscando el
coeficiente correspondiente a la triada 3-2-0. Luego, se multiplica el
coeficiente por el factor de dilucion acumulado en el primer tubo donde
comienzan a extinguirse las bacterias (10%).

FUENTE: http://ceeserver.cee.cornell.edu/lwl3/cee3510/homework/MPN%20tables%20and%20rules%20for%20use.pdf



En la vida real...

http://inst.bact.wisc.edu



[ / of - —~ 2™ N 7 -
Por ultimo, buscar e

[No of Tubes Positive In|| No of Tubes Positive In| |
| first | middle || last || MPN || first | middle | last |MPN
o o 0 <0032 o lo  Jjo.os1]
o o it Jo.oz 2 o 1 Jlo.14 |
o o 2 Jjo.os 2 o 2 Jjo.20 |
o o I3 Jo.oe [z o I3 Jlo.26 |
(! o Jpoz f2 i lo .15 |
o |1 lt_ Jo.osil2 1 i Jlo.20 |
I 2 Jo.os2]2 1 2 Jo.27 ]
o g 13 o2 J2 i 3 Jj0.34 |
o |2 o Jjo.oe22 |2 Jo  Jlo.21 |
o |2 1t Jo.osslz 2 i Jlo.2s |
o |2 2 a2 J2 2 2 Jjo.35 |
o2 13 Joae J2 |2 3 Jo.42 ]
o |3 0 Joos4lz |3 Jlo  Jjo.29 |
G E! I Joaz 2 |3 L Jlo.36 |
0 i3 2 o.16 |2 |E! |[2 [0.44 |
0 |E 3 [lo.19 |} 3 I3 [0.53 |
L o 0 Jp.o3slz o lo Jjo.23 |
[t o It Jo.o72]3 o 1 Jlo.39 |
L o 2 Joar s o 2 Jlo.64 |
L o I3 Joas 3 Jjo I3 Jlo.9s |
b 1 o Jo.o73fz it lo  Jlo.43 |
L1 i Joar 3 s i Jlo.75 |
L | 2 Joas [3 i 2 12 |
L 1 3 Joas |3 i I3 Jie |
(1 2 o lo.11 [3 2 0 0.93 < <
[1 |F 1 lo.15 |3 2 1 1.5

1 2 2 lo.s |3 2 |[2 2.1 |
1 |l2 I3 [[0.24 [[3 2 3 2.2 |

|

coeficiente y calcL

Factor de dilucién acumulado = 10%
Coeficiente = 0,93

NMP =0,93 x 10%

NMP =9,3 x 103

| This MPN table is for calculating MPN using 3 growth medium tubes per diution. h'['[p//| nst.bact.wisc.edu




DAPI

Tifie ADN inespecificamente.

Ed Delong

Ed Delomg

(@) (b)
Figure 16.15 cold-dwelling Thaumarchaeota. (a) Photo of the Antarctic
Peninsula taken from shipboard. The frigid waters that lie under the surface ice
shown here are habitats for cold-dwelling Thaumarchaeota. (b) Fluorescence
photomicrograph of seawater treated with a FISH probe (2 Section 18.4) specific

for species of Thaumarchaeota (green cells). Blue cells are stained with DAPI, a
fluorescent DNA stain that stains all cells.

Attachment Colonization Development Active Dispersal

(adhesion of (intercellular (more growth and (triggered by
a few motile communication, polysaccharide) environmental
cellstoa growth, and factors such as
suitable polysaccharide nutrient availability)
solid surface) formation)
YAOW Water Q 0 f
2 Cell
o

\ Polysaccharide
Surface l

e o R
My - 0= ogﬁsotofo |

Figure 19.6 Biofilm formation. (a) Biofilms begin with the attachment of a

few cells that then grow and communicate with other cells. The matrix is formed
and becomes more extensive as the biofilm grows, eventually releasing cells.

(b) Photomicrograph of a DAPI-stained biofilm that developed on a stainless steel
pipe. Note the water channels.



PCR: amplificacion de ADN

. ‘;'
Region of TTTTT1
inlerest<3' 1114143

5 3

TOTS TS TS T TS 0 0 0 00T

3vllllllllllllllllIlI5n

l 48 to 72°C
5

EEEEEEEREEEEEEEEE B L
. 3 5
lemplatc , Primer ., Pri

DNA strands <S 3 e

21010020030 30301213111¢c

168!072°C
J')»51Tlillliﬁ\‘llllllll3
Nasccnt<3"L_L"L "L\(:L__Q‘.- ;/\ 5
DNA strands 5 Y= ‘
T TR TTTTS

TRRET

|

5
pA111

.....................................

2= 4 copies T
23 = 8 copies

2% =16 copies

25 = 32 copies

Denaturation
Temperature is increased
to separate DNA strands

Annealing

Temperature is decreased
to allow primers to base
pair to complementary
DNA template

Extension

Polymerase extends
primer to form nascent
DNA strand

L1111 57T

» 30th cycle

23! = 2 billion copies

Exponential
Amplification
Process is repeated, and
the region of interest is
amplified exponentially

Desnaturalizacion: Separaciéon
de las hebras de ADN, se realiza
por aumento de temperatura
(95° C). Se rompen las uniones
puentes de H que unen las bases
de las dos hebras.

Anneling: Unién de los
cebadores, disminucion de la
temperatura (Tm), hibridacion de
cebadores a hebras del ADN. Los
cebadores se unen por
complementariedad de bases a
cada una de las cadenas del
fragmento de ADN que se desea
amplificar, uno se une a la cadena
5’-3’ y otro a la cadena 3’-5'.

Extension: Copia del ADN,
aumento de la temperatura para
que actie la ADN polimeraa
(72° C), sintesis de la cadena
complementaria.



Visualizacidon de resultados de la PCR

Electroforesis en gel de agarosa 1%. Deteccion de bandas por tincion
con bromuro de etidio y exposicion a luz UV

Pociios Spontex

-

N4 Lo

U -

et - N‘ISH
-~ wy v



Hibridacion con sondas

Se fundamenta en la complementariedad de bases de acidos
nucleicos. Utilizan secuencias de oligonucleotidos de ADN
marcados (sondas) con:

- radioactividad (32P, 129], 35S)

- Enzima: genera un producto coloreado que se puede medir (Abs).
Ej: fosfatasa alcalina

- Molécula fluorescente.

También se pueden usar sondas para detectar ARN (2) con el
mismo fundamento



FISH: Hibridacion con sondas Fluorescentes

Green flucresong cells Yellow fluorescing cells Red fuoresong cells Mxed Postrve

(E coh) (K. preumonae) (P aerugmosa)

Secuencia de la sonda usada
Verde: E. coli GCTGCCTCCCGTAGGAGT

Rojo: P. aeruguinosa TATAGTTACCACCGCGT



Microscopia de una muestra
ambiental de suelo

Campo claro

Mur T MNislsan

Microscopia de fluorescencia:
sondas de ARN ribosomal 16s




Hibridacion in situ para busqueda de bacterias
funcionales

Bacterias de aguas
cloacales:

Rojo, oxidadoras de
. amoniaco
~ (NH; —> NO,)
Verde, oxidadoras de
nitritos
(NO, — NO,)

Ecosistema: NH; — NO,

(b)



METODOS BASADOS EN DETECCION

MOLECULAR

3. Deteccion de proteinas

Se utilizan anticuerpos para detectar
proteinas especificas que son propias de un
determinado agente microbiano. Se basan
en la reaccion de un antigeno presente en
el agente microbiano con su anticuerpo
correspondiente.

Al igual que las sondas, los anticuerpos se
visualizan por unién a moléculas marcadas
(radiactivas, enzimas o fluorescentes)

Analizan el fenotipo.




Ej: inmunofluorescencia de Sulfolobus acidocalcarius

O Boos

T

ST RLEE:E Etiquetado celular con anticuerpos fluorescentes. Me-
chante la técnica de anticuerpos fluocrescentes se obiservan microcolo-

nias bactenanas (las células aparecen como puntos verde-amarillentos)
y la arquea hipertermdfila Sulfolobus acidocaldanius en la superficie de
particulas del suelo de una solfatara. Las células miden alrededor de
1 um de ckametro.



Medicidn de la actividad microbiana

Reduccion de sulfato Fotosintesis
o}
Q, S & Luz
I -
o 8
& g
Lactato _g Oscuridad
Tiempo Tiempo
fa )
Reduccién de sulfato Y Respiracién '“C-glucosa
o
Presencia -
P de H, 5
-y 8
§ Control con formol
Ausencla (células muertas)
il
e
Tiempo Tiempo
c) (d)

Medidas de la actividad microbiana. (a) Ensayo qui-
mico para lactato y H,S durante la reduccion de sulfato. (b-d) Uso de
isOtopos radiactivos. (b) Medida de la fotosintesis an agua de mar con
"*C0,. (c) Reduccion de sulfato en fango medida con S0 (d) Pro-
duccion de '*CO, a partir de glucosa marcada con '°C.



