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de ensefianza de fundamentos de ecologia microbiana
desde una practica sencilla de laboratorio escolar
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Centro Regional de Profesores del Este, Departamento Académico de Ciencias Bioldgicas. Consejo de
Formacion en Educacion. Maldonado. Urnguay.
omar.robledo07 (@gmail.com

[Recibido en febrero de 2017, aceptado en julio de 2017]

La existencia de una organizacién social en los microorganismos, entre ellos las bacterias, es muy poco conocida
entre el alumnado de los diferentes niveles de educacion. Se tiene el preconcepto de que esta caracteristica se
presenta en organismos vivos de mayor complejidad. Las biopeliculas constituyen una organizacion social donde
una poblacién bacteriana o una comunidad de diferentes microorganismos procariotas y eucatiotas, permanecen
adheridas a una matriz extracelular de polimeros sintetizados y excretados por sus propias células. Dentro de la
biopeliculas podemos encontrar subpoblaciones celulares diferenciadas metabdlicamente y con actividades
diferentes. La formacion de biopeliculas bacterianas es la principal causa de las infecciones crénicas en el ser
humano y otros mamiferos. Estas también se forman en el medio ambiente, como por ejemplo en medios
acuaticos, donde podemos encontrar las que se constituyen mediante asociaciones de microorganismos
fototréficos como las microalgas (cianobacterias, diatomeas y algas verdes). En el presente trabajo se propone
una actividad o prictica de laboratorio escolar muy sencilla. En ésta se puede estudiar el efecto de una sola
variable sobre el desarrollo y diversidad de una biopelicula de microorganismos fototréficos. La variable
mencionada es la longitud de onda de la luz visible que incide en un cultivo de dichos microorganismos.
Utilizando filtros de diferentes colores (azul, verde, amarillo y rojo), se observaron resultados diferenciales.

Palabras clave: Biopeliculas; Cianobacterias; Ecologia microbiana; Didactica de la microbiologfa.

Phototrophic biofilms, which light wavelengths promote their development and diversity? Example of
teaching fundamentals of microbial ecology trough a simple school laboratory activity

The existence of a social organization in microorganisms, among them the bacteria, is little known among
stutents of diferent educational levels. The most common preconcept is that this characteristic occurs in living
organisms with greater complexity. Biofilms constitute a social organization where a bacterial population or a
community of different prokaryotic and eukaryotic microorganisms, where the cells remain attached to an
extracellular matrix of polymers sintetized and excreted by themselves. Within the biofilms we can find
metabolically differentiated celullar subpopulations with different activities. The formation of bacterial biofilms is
the main cause of chronic infections in humans and other mammals. These are also found in the environment,
for example in aquatic ones, where could find those that are consituted by associations of phototrophic
microorganisms such as microalgae (cyanobacteria, diatoms and green algae). In the present work, a very simple
school laboratory activity is proposed, where the effect of a single variable on the developmental level and
diversity of a biofilm of phototrophic microorganisms can be studied. The variable mentioned is the visible light
wave lenght that affects upon a culture of these kinds of microorganisms. Using different color filters (blue,

green, yellow and red), differential results were observed.

Keywords: Biofilms; Cyanbacteria; Microbial ecology; Microbiology teaching methods.
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Introduccion

Diversos factores (fisicos, quimicos y biolégicos) inciden en la distribucion y abundancia de
los seres vivos en los diferentes ambientes de nuestro planeta. La luz solar es uno de dichos
factores ya que es la fuente de energfa para los productores primarios de biomasa en las redes
troficas. Dentro de los productores primarios encontramos a las microalgas, un vasto y muy
diverso grupo de organismos con representantes de varios de los reinos de los seres vivos
(Abuhatab, 2011). Las cianobacterias (Dominio Bacteria, Reino Monera, Phylum Cyanobacteria)
junto con las diatomeas (Reino Protista) y las algas verdes o Chlorophyta (Reino Plantae), son de
los organismos mas abundantes en los ambientes tanto de agua dulce como marina (Stevenson
et al. 1996, Cooksey and Wigglesworth-Cooksey 1995). La mayoria de las especies de
cianobacterias habitan en el bentos o en las columnas de agua de los lagos, tios y arroyos de
todo el mundo (Bonilla Santibafiez 2009). Estas poseen cinco tipos principales de morfologia
caracteristicas, las cuales son: unicelular, colonial, filamentosa y filamentosa ramificada

(Madigan ef al. 2010).

En general se tiende a pensar que las bacterias al ser organismos celulares procariotas, la
actividad funcional y metabélica de los individuos en una poblacién de estas, es independiente
una de otra y su forma de vida es libre. A esta se la llama actualmente forma «plancténica»
(Stoodley ef al. 2004). Sin embargo, a mediados del siglo XX se encontré que las bacterias
acuaticas de agua dulce y marina se presentan en mayor abundancia sobre superficies sélidas
que en forma libre o plancténica (Zobell 1943, Cooksey y Wigglesworth-Cooksey 1995). No
fue sino hasta hace pocos afios, gracias al desarrollo de diversas técnicas moleculares y de
cultivo, que se demostré que las bacterias y otros microorganismos, pueden formar
asociaciones complejas (entre individuos de la misma especie y de diferentes especies y con
diferenciacién metabolica y o funcional entre sus miembros), llamadas biopeliculas o biofilms
en ingles (Stoodley ez a/. 2004). Las biopeliculas se forman cuando las células quedan adheridas
a una superficie mediante una matriz compleja compuesta por productos de secrecion de
naturaleza polimérica como proteinas, polisacaridos e inclusive ADN. Esta matriz puede
facilitar no solo la adhesion de las células, sino ademas la de sustancias nutritivas, lograndose
una mayor concentraciéon disponible para dichas células (Sekar ez a/. 2002, Baty ez al. 2000,
Stoodley ez al. 2004, Hoiby ez al. 2010). Las ventajas de esta organizacién compleja o compor-
tamiento «social» no solo se restringen a este fenémeno, también entre las principales, le
pueden conferir a la poblacién bacteriana resistencia a antibidticos siendo esta la causa por lo
cual se producen infecciones cronicas persistentes, como por ejemplo en la enfermedad respi-
ratoria llamada fibrosis quistica (Heiby ez @/ 2010). En dicha infeccién se desarrollan sobre
tejido pulmonar biopeliculas de bacterias de la especie Psexudomonas aernginosa, fenémeno que ha
sido ampliamente estudiado como modelo de los mecanismos de formacién y desarrollo de las
biopeliculas en general, demostrandose que dicho fenémeno esta regulado genéticamente por
moduladores o sefiales quimicas (por ejemplo, acil-homoserin-lactonas) que las células produ-
cen para comunicarse entre si (Costerton y Stewart 2001). Se puede distinguir al menos cinco
estadios que pueden tardar pocas horas en completarse (Stoodley 2002, Hoiby e /. 2010).

Las biopeliculas fototréficas se forman por agrupamientos celulares de los principales
microorganismos fotétrofos mencionados en el primer parrafo. Ademas pueden unirse
microorganismos heterétrofos que obtienen su fuente de energfa, carbono y nitrégeno a partir
de los productos sintetizados por los fotétrofos, principalmente en el interior de las biopeli-
culas, dado que no necesitan la exposicion directa de la luz (Roeselers ez a/. 2007).

Los microorganismos fototroficos poseen diferentes pigmentos para la captacion y absoricion
de las longitudes de onda del espectro luminico visible, principalmente clorofilas, carotenoides
y ficobilinas (Madigan e# /. 2010, Bonilla Santibafiez 2009).
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El objetivo del presente trabajo fue desarrollar una practica sencilla de laboratorio escolar, en
donde se estudia el efecto de una sola variable, en este caso de la incidencia de luz de
diferentes colores o longitudes de onda sobre la formacién de biopeliculas fototroficas. La
pregunta a responder fue: stodos los colores favorecen el desarrollo de una biopelicula
fototrofica asi como tambien su riqueza en diferentes especies o diversidad?

Materiales y metodologia
Colecta de agua de laguna

Se tom6 una muestra (10 litros) de la columna de agua de la «lLaguna del Diario», ubicada en el
departamento de Maldonado, sobre la 0 :
ruta «Interdepartamental» a pocos kil6-

, 3
metros de las ciudades de Maldonado y [ & oo s
Punta del Este (figura 1). Dicha laguna & ®
v Los Morteros
presenta una eutrofizacion dada la &
afluencia de excesos de sustancias [ =g L
.. . ., , Maldonado
nutritivas  ricas en nitrégeno, fésforo
entre otras. La causa de este fenémeno Pumam"ena' F e .
N N . ¥ Maldonado —LaBi
es su proximidad a zonas habitadas
como se puede apreciar en la figura 1, S @
provocando que la abundancia de | = ,
. . oogle Y
microorganismos en general
. , Figura 1. Mapa de la ubicacién de la «lLaguna del Diario» y
especialmente de los fotétrofos sea 8 - Viap ; g y
vista satelital de la misma.
elevada.

Cultivo de biopeliculas en laboratorio

Se utilizaron frascos de vidrio (1 litro de capacidad) con caras planas, con el fin de adherir a
estas con pegamento de silicona al menos dos portaobjetos de vidrio por cada una en el
interior de los frascos. Una vez adheridos dichos portaobjetos, se llenaron los frascos con 900
ml de agua de laguna y como «tratamiento» se envolvié cada frasco con un papel de celofan de
un determinado color, el cual actia como filtro que deja pasar solo una longitud de onda
luminica. Como «controles» se dejaron dos frascos en las mismas condiciones, pero uno de
ellos sin envoltura con papel celofan y el otro cubierto con tela negra con la intenciéon de que
no pase la luz. Los colores usados fueron: azul (400-450 nanémetros), verde (530-550 nm),
amarillo (600-630 nm) y rojo (680-700 nm). Todos los frascos se dejaron en una ventana con
luz natural y cada dia fueron rotados, con la finalidad de que cada cara reciba la misma
cantidad de luz diariamente. En la figura 2 se muestra como fueron dispuestos los frascos en
la ventana del laboratorio. Cada semana, utilizando pinzas, fueron despegados y retirados un
portaobjeto por cada frasco y se observaron al microscopio 6ptico las biopeliculas que sobre
ellos se fueron desarrollando, sin utilizar ningan tipo de tincién, ya que se observaron las
pigmentaciones naturales de los microorganismos presentes. Se tomaron fotos directamente
desde el ocular utilizando la camara de un swartphone.
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Resultados

Semana 1

En la figura 3 se observa el
desarrollo de biopeliculas
en la primer semana de
incubacién. Como se puede
apreciar, con el filtro de
color amarillo es dénde se
observa el mayor desarrollo
de cianobacterias coloniales
con células de forma de
pequefios cocos. El de
menor desarrollo con filtro
fue el de color azul, y los
intermedios  fueron el

verde, el control 1 (sin Figura 2. Cultvo de biopeliculas fototréficas en frascos envueltos en papel
filtro), el rojo en orden celofan de diferente color.

creciente respectivamente y
finalmente sin crecimiento practicamente el control 2 (envuelto en tela oscura), observandose
la presencia de dcaros, como se puede apreciar en la figura 3F. En todos los casos donde hubo
desarrollo se observé la misma morfologia de colonias ya mencionada.

Semana 2

En la segunda semana de incubacion se
observa la misma tendencia que en la
anterior, presentandose con el color
azul el menor desarrollo de los
cubiertos con filtro y sin crecimiento
significativo con el control oscuro
(figura 4). Con respecto a la diversidad,
con el control sin filtro se observé la
presencia de otra especie diferente,
apreciandose ahora ademas células con
forma de filamentosa posiblemente
ramificada y también diatomeas (figura

D E F

Figura 3. Desarrollo de biopeliculas en la primera semana de
incubacién. A) con filtro azul, B) con filtro verde, C) con filtro

4E) : amarillo, D) con filtro rojo, E) sin filtro (control 1), y F)
envuelto en tela oscura (control 2). Todas las fotos a un
Semana 4 aumento de 400x (objetivo 40x y ocular a 10x).

A continuaciéon se muestran los resultados de la cuarta semana de incubacion, a partir de la
cual se observé un cambio notorio en la complejidad o diversidad de las biopeliculas de
algunos tratamientos. En la figura 5 se muestra el resultado obtenido. Se observa que en los
tratamientos con filtro amarillo, rojo y en el control sin filtro (C, D y E respectivamente), se
produce la mayor diversidad en las biopeliculas, diferenciandose diferentes morfologfas, como
cianobacterias coloniales, cianobacterias filamentosas y filamentosas ramificadas asi como
también de diatomeas. La menor diversidad y desarrollo persistié en el tratamiento con filtro
azul.
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Discusion

Dado que para el establecimiento de
cualquier biopelicula, es necesario que
exista una alta tasa de sintesis de
polimeros para formar la matriz
extracelular que le dard soporte, los
resultados obtenidos en cuanto al
desarrollo y diversidad observada,
especialmente con los filtros de color
amarillo y rojo, son explicables

mediante el espectro de absorciéon de F
los principales pigmentos Figura 4. Desarrollo de biopeliculas en la segunda semana de

P incubacién. A) con filtro azul, B) con filtro verde, C) con filtro
fotosintéticos ~ que  poseen  los

. . amarillo, D) con filtro rojo, E) sin filtro (control 1), y F)
mICroorganismos. La clorofila ¢pyuelto en tela oscura (control 2). Todas las fotos a un

presentes en las cianobacterias es 1a aumento de 400x (objetivo 40x y ocular a 10x).
tipo «a», con picos de absorbancia a
420 nm (azul) y 670 nm (rojo). Ademas
poseen pigmentos accesorios como las
ficobilinas en cianobacterias, teniendo
picos de absorbancia entre 600 nm
(amarillo) y 650 nm (rojo) ( Bonilla
Santibanez 2009). Por lo tanto estas
ultimas longitudes de onda luminica
son las mas favorables
energeticamente. La menor
absorbancia de la luz visible por parte
de estos dltimos pigmentos se da en la
longitud de onda del color azul y verde,
alrededor de los 450 a 550 nm, por lo
cual la luz de estas longitudes no son

failvorz}bles energe,tlcamente p'ara. la Figura 5 . Desarrollo de biopeliculas en la cuarta semana de
sintesis de los polimeros constitutivos incubacién. A) con filtro azul, B) con filtro verde, C) con filtro
de una biopelicula. Por lo tanto, la amarillo, D) con filtro rojo, E) sin filtro (control 1), y F)
respuesta a la pregunta inicial fue envuelto en tela oscura (control 2). Todas las fotos a un

respondida, no todas las longitudes de aumento de 400x (objetivo 40x y ocular a 10x).
onda favorecen por igual al desarrollo y
a la diversidad de las biopeliculas fototréficas a medida que pasa el tiempo.

D E F

Mediante la realizacién de esta practica, los alumnos podran aprender conceptos de ecologia
como el de las sucesiones biologicas, el de las interacciones entre individuos de la misma
poblaciéon o de diferentes especies (concepto de consorcios, comunidades, etc.) los cuales
aparecen en la bibliografia para los diferentes niveles de educaciéon en Biologia y que por lo
general resultan ser poco atractivos y de dificil comprensioén para ellos, debido al grado de
abstracciéon que requieren. Con esta practica podran observar el incremento en la diversidad a
medida que transcurre el tiempo y segin que tratamiento hayan sufrido los cultivos.

Por otro lado, también el presente trabajo practico incentiva a la observacién, a la
investigacién y a la bisqueda de informacién y conocimiento de otras disciplinas, como la
Fisica, ya que hay que introducirse en el marco tedrico de la naturaleza de la luz como onda
electromagnética la cual transporta energia y que puede ser absorbida por cierto tipo de
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moléculas. Se pretende que los alumnos busquen en la bibliografia qué longitudes de onda
absorben cada tipo de pigmento presentes en los microorganismos (curvas de absorbancia) y
lo correlacionen con los resultados observados.

Finalmente, y como se dijo en un principio, se cambia el preconcepto erréneo de que los
microorganismos, en especial las bacterias, no poseen una estructura social en su organizacion
poblacional como otros organismos de mayor complejidad. Entender cémo funciona dicha
interaccién puede ser clave para comprender como distintos factores externos al ecosistema
pueden alterar la diversidad y la funciéon de las comunidades de microorganismos.
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