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EFECTO DE FACTORES AMBIENTALES FISICOS Y QUIMICOS |

SOBRE EL CRECIMIENTO MICROBIANOY ADAPTACIONES EN |
AMBIENTES EXTREMOS 5
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Limitaciones abioticas del crecimiento microbiano: Ley del Minimo y Ley de la Tolerancia.
Determinantes ambientales: Nutrientes y adaptaciones en condiciones de escasez. Agua y actividad
de agua (potencial hidrico). Actividad del agua y proliferacion microbiana. Efectos de la presion
osmotica. Tolerancia osmotica haloéfilos, osméfilos y xerofilos. Aplicaciones de la plasmolisis
(desecacion). Acidez y pH. Proliferacion microbiana y limite de pH. Concentracion de protones y
microorganismos acidofilos y alcaléfilos. Relaciones con el oxigeno. Potencial redox y oxigeno.,—v
-~

™

Anaerobios estrictos y anaerobios aerotolerantes. Microaerofilos. Temperatura de crecimiento
(6ptima y minima). Microorganismos psicrofilos, obligados y facultativos, mesoéfilos y terméfilos
obligados y facultativos, hipertermoéfilos, termoduricos. Presion hidrostatica y microorganismos
barotolerantes y baroéfilos..
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ACTIVIDADES DE LOS MICROORGANISMOS

Se ven afectadas de modo muy importante por las condiciones quimicas y fisicas del medio.

Se pueden considerar muchos factores ambientales, pero hay 4 factores que juegan un papel destacado
en el control del crecimiento microbiano:

TEMPERATURA pH DISPONIBILIDAD DE H,O o,

Otros factores también pueden afectar potencialmente al crecimiento
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LEY DEL MINIMO DE LIEBIG

El crecimiento NO es controlado por el TOTAL de los RECURSOS DISPONIBLES, sino por el RECURSO MAS ESCASO.
Todos los organismos vivos requieren de concentraciones minimas de elementos para sobrevivir.

La ley dice que el nutriente que se encuentra menos disponible es el que limita la produccidon, atin cuando los
demas estén en cantidades suficientes.

Un ejemplo de esto seria la concentracion minima necesaria de la formula de un fertilizante (Nitrégeno, Fosforo,
Potasio), el elemento menos disponible potasio, es el que limita la produccidon

Los rendimientos pasan a ser regulados por el siguiente factor limitante siendo
asi que el crecimiento solo se produce en la tasa permitida por el mas limitante.




¢ Cuando un organismo recibe un elemento nutricional en exceso o de mala calidad,
también pueden representar un factor limitante para su desarrollo, al igual que su
escasez

*** No solo la escasez, de algo puede ser un factor limitante, sino también el exceso de
algo (luz, agua, temperatura).

+ Los organismos tienen un minimo y un maximo ecolégico con un margen entre uno
y otro que son los limites de tolerancia

*» Hay limites para los factores ambientales, por encima y por debajo de los
cuales no es posible que los microorganismos sobrevivan.

¢ El éxito de un microorganismo en un ambiente concreto depende de que cada
una de las condiciones este dentro del margen de tolerancia del organismo.

+** Si una variable cualquiera (pH, T°, salinidad, etc.) excede del minimo o del
maximo, dicho organismo no prosperara en ese ambiente y sera eliminado.




PRINCIPIOS ADICIONALES DE LA LEY DE TOLERANCIA

. Un mismo organismo puede tener un margen amplio de tolerancia para un factor y un margen pequeno para
otro.

. Los organismos con margenes amplios de tolerancia para todos los factores son los que tienen mas posibilidades
de estar extensamente distribuidos.

. Cuando las condiciones no son optimas para una especie con respecto a un determinado factor ecoldgico, los
limites de tolerancia podran reducirse con relacion a otros factores ecoldgicos.

. El periodo de reproduccion suele ser un periodo critico en que los factores ambientales tienen mas posibilidades
de ser limitativos.
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tolerancia ambiental ( ley de Shelford)

Incremento en la productividad

Sin
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GENOTIPO FENOTIPO

La informacidn genética de cada individuo La expresion del genoma afectada por el medio ambiente

Los microorganismos se adaptan a los cambios temporales del ambiente

ADAPTACION FENOTIPICA

Determinada por el genotipo

Nudleosoma
€11 nm diam.)
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SOLO LOS MEJORES ADAPTADOS LOGRAN SOBREVIVIR
¢POR QUE?

Las condiciones ambientales determinan que diferentes tipos genéticos de microorganismos puedan competir con otros

La capacidad adaptativa esta entre los limites del genotipo
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La capacidad de un microorganismo de adaptarse al ambiente es hereditaria, pero el estado fenotipico
que resulta de la adaptacion, puede no ser heredado.




TIPOS DE ADAPTACION

EVOLUTIVA FENOTIPICA O FISIOLOGICA

Cambios del genotipo por seleccion Respuesta a cambios temporales

o Se lleva a C?bo por: ucid Se lleva a cabo entre los limites del
. )

utaciones esponténeas o inducidas. genotipo.

e Intercambio genético.




ADAPTACIONES EN CONDICIONES DE ESCASEZ

Concentracion de los nutrientes y velocidad de crecimiento

+»* Los recursos entran en un ecosistema normalmente de forma intermitente.

+* Un gran aporte de nutrientes (entrada de hojarasca o el cadaver de un animal) puede ir seguido de un periodo de
gran escasez de nutrientes.

% Los microorganismos en la naturaleza se enfrentan a una existencia que alterna entre ABUNDANCIA y ESCASEZ.

» Por lo tanto, resulta frecuente, cuando los recursos son abundantes, que sinteticen polimeros que serviran de
material de reserva (poli-hidroxialcanoatos, polisacaridos, polifosfatos).

» Los periodos de crecimiento microbiano exponencial largos son raros en la naturaleza, y este se produce normalmente en
brotes estrechamente ligados a la disponibilidad y la naturaleza de los recursos.

s Como es dificil que en la naturaleza todas las condiciones fisico-quimicas 6ptimas para el crecimiento microbiano se
produzcan al mismo tiempo, la velocidad de crecimiento de los microorganismos en su ambiente normalmente estan por
debajo de lo registrado en el laboratorio.

El tiempo de generacion de E. coli en el intestino de un En cultivo axénico crece mas rapido, con un tiempo

adulto sano que come a intervalos regulares es de 12 hr. de generacion de 20 min en condiciones optimas.




DIVISION CELULAR FRENTE A DUPLICACION CROMOSOMICA

E. coli tarda aproximadamente 40 min en replicar el cromosoma y 20 min adicionales en la division celular.

Tiempo (minutos)

Cromosoma Horqullla de rephcaclén sencilla
60 minutos
40 minutos

Cuando las células se duplican en menos de 60 min, un nuevo ciclo de replicacion debe empezar antes de que termine el
anterior.

Miiltiples horquillas de replicacion A — Tiempo- -
? ‘ de duplicacién
— ‘ ( Replicacion
= del cromosoma
A
N
5
40 minutos
40 minutos
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que alcanzan en el laboratorio.

La velocidad de crecimiento lenta refleja:

Los recursos o condiciones de crecimiento en la naturaleza son subdptimos.
La distribucion de los nutrientes por todo el habitat microbiano NO es uniforme.
Salvo raras excepciones, los microorganismos en la naturaleza crecen en poblaciones mixtas y no en cultivos

axénicos.

Un organismo que crece rapidamente en el cultivo axénico puede crecer mucho mas lento en un ambiente natural
donde debe competir con otros organismos que estan igual o mejor adaptados a los recursos y las condiciones de

crecimiento disponibles
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COMPETENCIA Y COOPERACION MICROBIANA

La competencia entre microorganismos por los recursos de un habitat puede ser intensa

El resultado depende de varios factores

Tasa de captacion de nutrientes Tasa metabolica propia Velocidad de crecimiento

/

+* Un habitat tipico alberga una mezcla de especies diferentes.

/

** La densidad de cada poblacion dependera de lo que se parezca el nicho que habita a su nicho principal.
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DIVERSIDAD DE ESPECIES MICROBIANAS
RIQUEZA FRENTE A ABUNDANCIA

+» Las diferentes formas celulares representan diferentes especies.

+* RIQUEZA: N° de especies diferentes.
+* ABUNDANCIA: N° de individuos de una especie.

COMUNIDAD 1

ELEVADA RIQUEZA de especies y BAJA a
MODERADA ABUNDANCIA

COMUNIDAD 2

BAJA RIQUEZA y ELEVADA ABUNDANCIA

U'
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“* Algunos microorganismos trabajan juntos para llevar a cabo transformaciones que no podrian realizar por

separado.

R/

** Estos tipos de colaboracion microbiana se denominan SINTROFIA

Por ej. 2 organismos diferentes se unen para degradar una sustancia, y conservar energia al hacerlo, que no
podrian degradar por separado.

Sintrofia en el ciclo del nitrogeno
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AGUA Y ACTIVIDAD DE AGUA
(POTENCIAL HIiDRICO)

DISPONIBILIDAD DE AGUA

El H,0 es el disolvente de la vida

4

L)

L)

» Es un factor importante que determina el crecimiento de los microorganismos.
* NO solo es funcidn del contenido en agua que esta presente en un medio, de la humedad o sequedad de un
determinado habitat, sino que también depende de la concentracion de solutos que puedan estar presentes

en el agua (sales, azucares y otras sustancias).
** Ya que las sustancias disueltas tienen una cierta afinidad por el agua que hace que el agua asociada a los

solutos no esté disponible para los organismos.

4

L)

L)

L)
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ACTIVIDAD DE AGUA: a,

Para ser utilizada en procesos metabdlicos

Relacion entre la presidon de vapor del aire en equilibrio con una sustancia o solucion o sustrato (P) y la presion de
vapor del agua pura (P,), a la misma temperatura

La a,, de un alimento o solucién es la relacion entre la presion de
vapor del agua del alimento o solucidon y la del agua pura, ala=T°.

» Agua pura - todas las moléculas disponibles: 1*a,,. B @
[ 4 L] Ve O o
» Solucidn saturada de NaCl = una parte importante de las moléculas de , Bl H" .
e o T4 . . ¥ =
agua participa en la solvatacion de los iones de la sal disuelta: 4 a,,. 3 >
P O @ B8 ®» o 9
o 9 9 9

a,, nos da la idea de la cantidad de agua disponible metabolicamente para que un microorganismo se desarrolle.
17




Si la 4 [solutos] en el medio ‘ 1 (osmolaridad) ‘ V aw:

—

t 1 |1

Diluida Concentrada Saturada

Diluted < » Concentrated

Presidon (a una T dada) en la que la fase liquida y el vapor se encuentran en equilibrio dinamico (= presion de
saturgcion).
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ACTIVIDAD DEL AGUA EN VARIAS SUSTANCIAS

Actividad del agua (aw) m Ejemplo de organismo

Agua pura Caulobacter, Spirillum
0,995 Sangre humana Streptococus, Escherichia
0,980 Agua marina Pseudomonas, Vibrio
0,950 Pan Muchos bacilos gram +
0,900 Jarabe de arce, jamon Cocos gram + como Staphylococcus
0,850 Salamin Saccharomyces (levadura)
0,800 Torta de frutas, mermelada Saccharomyces rouxii (hongo)
0,750 Lagos salinos, pescado salado Halobacterium, Halococcus
0,700 Cereales, caramelos, frutos secos Xeromyces bisporus y otros hongos xerdfilos
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OSMOFILOS

Organismos que viven en ambientes con 4> P osmética A, 0,60 -0,85

La reduccidn de a , es usada como estrategia para limitar el crecimiento microbiano

De gran importancia en industria alimentaria:

v Almibares
v' Salmueras |:> d a, del alimento :> Evita.el crecim.iento de
v' Salazones (desecacion con sal) microorganismos
) ) » Deshidratacion
CONSERVACION: DESECACION ‘ > Adicién de solutos

Frutos secos

Carnes saladas

Néctares de flores

Desiertos

Salinas 20
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ADAPTACION OSMOTICA

+ Los microorganismos halotolerantes y haléfilos poseen una gran diversidad de mecanismos que utilizan para
soportar las enormes fluctuaciones osmaticas, ya que deben mantener su citoplasma isotonico con respecto a su

entorno.
** Por esto las membranas celulares son permeables al agua, por lo que al momento de mantener una presién de

turgencia, el citoplasma debe ser ligeramente HIPEROSMOTICO. _’

SOLUTOS COMPATIBLES
gfllﬁo : Membrana plasmatica

** Cuando un organismo crece en un medio con baja actividad hidrica sélo puede e

obtener agua del ambiente incrementando su concentracion interna de solutos. el .:.: i Medo
** Tal incremento puede llevarse a cabo a partir del medio ambiente aumentando el ®ee

bombeo de iones inorganicos hacia dentro de la célula, o bien sintetizando o e e

concentrando un soluto organico. ﬂ i
s El soluto utilizado en el interior celular para ajustar la actividad hidrica del o ®

citoplasma no debe inhibir los procesos bioquimicos celulares. -.’.:

EQUILIBRIO

21




< La estrategia de adaptacion osmotica para proporcionar el equilibrio por medio de la acumulacidon de solutos
organicos de bajo peso molecular, ya sea tomandolos del medio o sintetizandolos de novo, es acompafada por la
eliminacion de sales del citoplasma.

*» Para esto utilizan una variedad de compuestos, desde el glicerol y otros alcoholes azucarados, aminoacidos, y sus
derivados como la glicina, betaina y ectoina, hasta azlcares simples como la sacarosa y trehalosa

A/

Afuera Dentro Afuera Dentro

+»» Esta estrategia es utilizada ampliamente en los 3 dominios.

¢ El alga Dunaliella puede contener glicerol intracelular, mientras que los solutos mas usados en Bacteria
parecen ser ectoina y betaina, aunque también glicina, prolina y glutamato.

Estos solutos orgdnicos también fueron encontrados en arqueas haléfilas metanogenas.

\/
0’0
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*» Los haldfilos contienen potentes mecanismos de transporte, generalmente sobre la base de
antitransportadores Na*/H*, para expulsar los Na* desde el interior de la célula.
¢ Usan diferentes estrategias para conseguir una alta presion osmoética en el citoplasma vy

mantener baja la concentracion de Na*.

** Una estrategia utilizada por algunos haléfilos implica la acumulacion de iones K* y Cl- para

mantener el equilibrio osmético.

¢ Las arqueas aerobias haldéfilas del orden Halobacteriales acumulan concentraciones tan altas

de KCl como el NaCl del medio circundante.

(1) Consumo activo de aminoacidos durante la entrada de Na* (simporte)
(2) Excrecion activa de Na* acoplada a la entrada de H* (antiporte)
(3) entrada de K* en respuesta al gradiente electroquimico establecido por el paso (2)

2 3
Na’ —_—
) ‘ s
ol B [P, | GGG
, Lﬁ.l "D AW o a Y a W aWa N
‘ ] ' ' CRORCACACAC)

Na" Cl al ) K Hise
aming -
acids

S Na® -
1 ATP H* aming -
\ acids
\_’- ADP +P
Ct
€ | ) Bactericrhodapsin ATP syntrase { | ) Meorhodopsn
'
He
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+* En el Dominio Bacteria, esta estrategia de salinidad interna, solo se da en el orden Haloanaerobiales.

+» Las altas concentraciones de KCl en el citoplasma requieren adaptaciones de las proteinas para permitir que
todos los sistemas enzimaticos intracelulares sean activos a elevados niveles de salinidad y en términos
bioenergéticos.

+»» Esta adaptacion osmoética cuesta relativamente poca energia.

24




* La concentracion intracelular de los solutos
compatibles depende del nivel de los solutos
externos, y para cada organismo la cantidad
maxima que puede sintetizar o acumular es una
caracteristica genética.

+» Esto origina que diferentes organismos puedan
tolerar diferentes rangos de actividad de agua.

** En consecuencia, los microorganismos no
halotolerantes, los halotolerantes, los haléfilos
y los haldfilos extremos se definen en gran
medida por su distinta capacidad genética para
sintetizar o acumular solutos compatibles.

Relacion entre osmofilia, halofiliay a,,

[ Crecen mejor en [sal] donde
= \\ la mayoria de los microorg.
E se inhibe
‘0
o
o | no\
2 | No Osmofilos
9 | halojlos 2 Halofilos extremos
© Y
= Osmﬂtolém\ntes
Halotoleranteg

\ 1 ~ 1 1

1.00 0.90 0.80 0.70
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| SOLUTOS COMPATIBLES DE MICROORGANISMOS |

e a, minima para [
Organismo Principales solutos acumulados
crecimiento

Glicina betaina, prolina (principalmente gram +), 0,97-0,90
glutamato (principalmente gram -)

Bacteria, no fototrofas

Cianobacterias de agua dulce Sacarosa, trehalosa 0,98
Cianobacterias marinas a-glucosilglicerol 0,92
Manitol, varios glicésidos, prolina, propionato de 0,92

Algas marinas ) ) .
& dimetilsulfonio

. . , ) = r7

Cianobacterias de lagos salinos Glicina betaina 0,90-0,75

Bacterias halofilas fototrofas anoxigénicas

(especies de . . , , 0,90-0,75
I t , ect , trehal

Ectothiorhodospira/Halorhodospira y SULELELL G bR Cu i

Rhodovibrio)

Archaea haldfilas extremas (Halobacterium) KCl 0,75

y algunas Bacteria (Haloanaerobium)

Dunaliella (alga verde halofila) Glicerol 0,75

Levaduras xerofilas Glicerol 0,83-0,62

Hongos filamentosos xeréfilos Glicerol 0,72-061
:- 2



HALOFILOS Y ORGANISMOS RELACIONADOS

Los microorganismos marinos tienen generalmente una dependencia especifica de NaCl y crecen de modo 6ptimo
al valor de actividad hidrica propio del agua de mar.

Con base en la [NaCl] optima de crecimiento = 4 grupos:

% No haldfilos (0.1 M: 0.6%)
»* Halotolerantes (0.6 M: 1-6%) - crecen mejor sin NaCl

% Haldfilos (1.25 M: 6-15%) = necesitan NaCl
Halotolerante il Haléfito :

7 o o Ejemplo: Ejemplo: Xtremc
» Haldfilos extremos (>4 M: 15 - 30/)) - arqueas Staphylococcus Alivibrio fischeri  Ejemplo:
aureus Halobacterium
salinarum

Los haléfilos son osmofilos

Velocidad de crecimiento

Ejemplo:
Escherichia
coli

\ .

0 - 30}0 16% NaCl (%) 26% 36%
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ADAPTACIONES A LA SALINIDAD

Contenido celular

» Gran concentracion de KCl intracelular: Arqueas
» Acumulacion de solutos organicos de bajo peso molecular (glicerol, glicina, betaina, ectoina): Bacterias y

algas
»Dunaliella salina (Eucariota) es conocida en una variedad de ambientes hipersalinos:
» Es usada comercialmente para extraccion de glicerol y B-caroteno que acumulan
HALOFILOS OBLIGADOS Crecimiento 6ptimo [NaCl] > 3% (w/v)

<..LEVE.. [NaCl] 3% a 5% (0,34 a o,ssD
"MODERADO" [NaCl] 5% a 20% (0,85 a 3,4 M) "EXTREMO" [NaCl] 20% a 30% (3,4 a 5,1 M)




La reduccion de la a,, impide la proliferacion microbiologica

~—0F |

\/
*

L)

* La deshidratacion osmotica (DO) es una técnica que permite remover el agua de un alimento (frutas o vegetales)
por inmersion en una solucidn de baja a : una solucién osmética (SO).

¢ La SO generalmente esta compuesta por azticares y/o sales.

+* Una vez que el alimento y la SO se ponen en contacto, se establecen 2 flujos de materia simultaneos y en

contracorriente:

Flujo de agua desde el producto hacia la Flujo de los solutos de la SO, en

SO, acompainado de sustancias propias de sentido opuesto al flujo de agua, que
la fruta (azucares, vitaminas o pigmentos). se incorporan al tejido del alimento.

Sdlidos de la fruta>
S T R— SOLUCION
OSMOTICA

Transferencia de materia durante la DO 29
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“* Si el medio tiene una a, mas baja que la del alimento el agua fluird espontaneamente desde el alimento
hacia la solucion deshidratante.

¢ La salida de agua a través de la membrana celular del alimento tendra lugar hasta que los potenciales
quimicos del agua a ambos lados de la membrana alcancen el equilibrio.

+*» Los solidos de la SO que ingresan al tejido vegetal, pueden ubicarse en los espacios extracelulares o bien,
atravesar la pared celular y acumularse entre la pared y la membrana celular, donde forman una solucion
hipertdnica que también promueve la salida del agua celular a través de la membrana.

!

O
. . . MEDIO

HAN IGNATIO RUZ SAEZ
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+* La mayoria de los microorganismos son incapaces de prosperar en
ambientes con muy baja actividad hidrica y mueren, o bien se
deshidratan y pasan a un estado de latencia.

** Los organismos HALOTOLERANTES pueden soportar alguna reduccion en
el valor a, del medio, pero generalmente crecen mejor en ausencia de
solutos anadidos.

% Por el contrario, algunos organismos se desarrollan a muy baja a, y son
de gran interés no solo desde el punto de vista de su adaptacion a la vida
en dichas condiciones sino también desde el punto de vista aplicado en
la industria alimentaria, donde solutos como la sal y la sacarosa se
emplean frecuentemente como conservantes para inhibir el crecimiento
microbiano.
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XEROFILOS

Organismos adaptados para la vida en un medio seco

Mecanismos que ayudan a combatir la desecacion:

L)

*¢ Algunos microorganismos son capaces de crecer mejor con a, reducida, e incluso algunos requieren elevados
niveles salinos para crecer.

*¢ Laa,de un habitat microbiano esta controlada por la concentracion de soluto disuelto en el medio.

» Acumulacidon de osmoprotectores (solutos compatibles) en el citoplasma = proteccion de membranas y proteinas

(J potencial hidrico).

Prolina (Salmonella typhimurium y Staphylococcus aureus), Betaina (cianobacterias y algunas Gram-positivas),

Colina (E. coli), Ectoina en enterobacterias.

» Produccion de polisacaridos extracelulares que retienen H,0.

Diferenciacidon - estructuras resistentes a la desecacion.

* MC con permeabilidad restringida - mantiene sales fuera y solutos organicos dentro.

0

0

J
0’0

L0

J
0’0

L 4
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CRECIMIENTO MICROBIANO Y pH

+* El pH es una funcion logaritmica, por ello, un cambio en una unidad de pH representa un cambio de 10 veces en

la concentracion de hidrogeniones (H*).
+»* El vinagre (con pH cercano a 2) y el amoniaco doméstico (con pH proximo a 11 ) difieren 1.000 millones de veces

(1.000.000.000) en la concentracidon de H*.

pH Ejemplo Moles por litro de:
H* OH"
( l 1 10714
1 Suelos y aguas volcanicas 10~ 10-'3
Fluidos gastricos
Zumo da limon -
2 2 12
@2 Drenaje de minas acidas L L
= Aumenta Vinagre -3 i
Eﬁ & hokies 31 Ruibarbo 10 L3
S 4 Melocotones 104 10-1¢
< Tomates
5 Queso americano 10-5 109
Col
. 6 . Guisantes 10-6

Maiz, salmon, gambas

Neutralidad AQUE PUTY  se—— m

r 8" Aguade mar 10-®
Suelo natural alcalino 10-8 10-9
w Lagos alcalinos
= Soluciones jabonosas 10-1° 104
S Amoniaco domeéstico
4 Lagos sGdicos 10-1 103
< extremadamente
alcalinos 0 o |
Cal (solucion saturada)
13 I (b LS T
: 14 () 7L
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pH ACIDEZ Y ALCALINIDAD

==0 |

o kS
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'w\“‘“‘"'%[:[f

/

+»* Unas pocas especies pueden crecer a pH extremos.
+»* La mayoria de los ambientes naturales tienen pH entre 4 y 9, y los organismos con pH dptimos de este orden son
los mas comunes.

ACIDOFILOS ==) crecena pH acidos === 1-5,5

Segun su tolerancia al pH: <4 NEUTROFILOS ===) crecen a pH neutro ===) 5,5-7

ALCALOFILOS ==) crecen a pH basicos ==> 8,5-11,5

L)

L)

» Cada microorganismo tiene un rango de pH dentro del cual es posible el crecimiento y poseen un pH 6ptimo bien
definido.

* La mayoria se desenvuelve en un margen de pH de 2-3 unidades.

** La mayoria cambian el pH de su habitat acidificandolo o alcalinizandolo y con ello facilitan o impiden la
supervivencia de otras especies microbianas.

< ACIDOGENAS: acidifican su entorno al liberar productos acidos.
+ ACIDURICAS: crecen en un medio acido y son capaces de hacerlo mas acido.

*»* Solo unas cuantas especies pueden crecer por debajo de 3 o por encima de 9, aunque el pH intracelular permanece
proximo a la neutralidad.

4
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o0
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ACIDOFILOS

Crecen mejor a pH bajo

Los hongos suelen ser mas acidofilos que las bacterias.

Muchos hongos crecen de modo dptimo a pH 5 o inferior y unos cuantos crecen bien incluso a pH 2.

Hay bacterias que son acidofilas obligadas, incapaces de crecer a pH neutro como Acidithiobacillus y varias
Archaea como Sulfolobus, Thermoplasma y Ferroplasma.

El factor critico mas importante para el caracter acidofilo obligado es la estabilidad de la membrana plasmatica.
Cuando el pH es neutro, la membrana plasmatica de las bacterias acidéfilas se destruye y las células se lisan.

Estos organismos no son simplemente tolerantes al acido sino que REQUIEREN altas concentraciones de iones
hidrégeno (H*) para su estabilidad.
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MICROORGANISMOS ACIDOFILOS

Requieren para su crecimiento pH < 5 (6ptimo 2-4)

Ambientes naturales

[C org dis] <20 mg/L

!

oligotroficos

Gases sulfurosos de

Actividades
fuentes hidrotermales ——>

geoquimicas

Actividad — Microorganismos
metabdlica

Forma artificial ~——3  Actividad humana




ORGANISMO HABITAT

Thiobacillus thiooxidans
Sulfolobus acidocaldarius
Bacillus acidocaldarius
Zymomonas lindneri
Lactobacillus acidophilus
Staphylococcus aureus
Escherichia coli
Streptococcus pneumoniae

Natronoarchaeum (arquea)

Areas ricas en azufre (acidas)
Manantiales acidos de azufre
Manantiales acidos calientes
Ambientes con alta [azucar]
Animales, MO en descomposicion
Animales, cavidad nasal, piel
Intestinos de animales

Patéogeno de animales

Lagos y suelos sddicos, salinas

2.0-2.8 4.0-6.0

1.0
2.0
3.5
4.0-4.6
4.2
4.4
6.5
6.0

2.0-3.0
4.0

5.5-6.0
5.8-6.6
7.0-7.5
6.0-7.0
7.8

8.0-9.0

5.0
6.0
7.5
6.8
9.3
9.0
8.3
9.5
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PROCARIOTA MAS ACIDOFILO CONOCIDO

Fuentes hidrotermales de Hokkaido

1pm

Picrophilus oshimae (arquea)
pH optimo de 0,7 (minimo 0,06)

¢ Cuando el pH se eleva por encima de 4, sus células se lisan.
** Vive en suelos muy calientes (opt. 58—-60°C) y extremadamente acidos asociados
con actividades volcanicas (crateres volcanicos ricos en azufre y pH de 2).




Picrophilus oshimaes

Picrophilus torridus

60°C

Invierten el potencial de membrana para desviar parcialmente el flujo de H* hacia adentro

Un mecanismo para generarlo es el transporte de K*

Predominio de ATPasas que transportan K*

Membranas celulares ‘ Altamente impermeables para retrasar la afluencia de H* a la célula

Biomineria, lixiviacion de tanques y pilas, tratamiento de concentrados de sulfuro mineral que
contienen Au refractario, aguas acidas de minas.
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ALCALOFILOS

Microorganismos que crecen en habitats de pH muy basicos (lagos alcalinos o suelos ricos en carbonatos), con
pH 6ptimos de 9 o mas.

Los alcaléfilos mejor estudiados son especies de Bacillus, (B. firmus).

Este organismo es alcalofilo pero tiene un amplio poco usual rango de crecimiento,apHde 7.5a11.

Algunos microorganismos alcalofilos extremos son también halodfilos, y la mayor parte de éstos pertenecen a
Archaea.

Algunos alcaldfilos tienen aplicacion industrial porque producen enzimas hidroliticas, como proteasas y lipasas,
que funcionan bien a pH alcalino y se usan como aditivos de los detergentes domésticos.

v/ REMOVE AS MAKCHAS

+ REMOENE LS MANCRAS - EMLEYE LES TacREs
v PROTEGE 0S TECIDOS

GRATIS  PROTEGELSS TEROSS-PRSTEGE LESTISSSS

+ CUIDA DAS CORES
OB [L COUOR. RESPECTE LES CORLEDS
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pH INTRACELULAR

El pH dptimo para el crecimiento de un organismo representa solo el pH
del medio EXTRACELULAR.

El pH INTRACELULAR debe permanecer préoximo a la neutralidad para
evitar la destruccion de macromoléculas celulares.

En la mayor parte de los microorganismos cuyo pH dptimo para el
crecimiento esta entre 6 y 8, los llamados neutréfilos, el citoplasma
permanece neutro o muy proximo a la neutralidad.

En los aciddfilos y alcalofilos el pH interno puede variar.

En el acidofilo P. oshimae, el pH intracelular es 4,6 y en alcaldfilos
extremos se han logrado medir valores de pH intracelular de hasta 9,5.
No se sabe con certeza si estos valores representan respectivamente los
valores mas bajos y mas altos de pH intracelular, pero tales limites
deben de ser muy proximos a éstos, pues el ADN es labil al acido y el
ARN es labil al alcali; si una célula no pudiera mantener la estabilidad de
estas macromoléculas esenciales no podria sobrevivir.
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ADAPTACION A LA ALCALINIDAD

La superficie celular es clave para mantener el pH intracelular entre 7y 8,5

galacturdnico

Polimeros acidos aspartico > ‘ pH

glutamico

Nat <:| Importacion pasiva

Extracellular

<—| extrusion activa
H* <::| Importacién activa
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HABITATS ALCALINOS

En algunos lagos se producen entornos extremadamente alcalinos donde ocurren altas tasas de evaporacion
en cuencas endorreicas.

El agua contiene cantidades escasas de Mg?* y Ca2* y esta casi saturada con sales de Na*, especialmente
Cl-, CO;* y HCO;', con un pH 2 10 debido a los altos niveles de Na,CO..
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HALOALCALOFILOS: DOMINIO ARQUEA

Natronobacterium sp.

Haloquadratum sp.
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UTILIDAD

» Proteasas alcalinas y celulasas en detergentes para lavanderia.

» Xilanasas para uso en la industria de pulpa / papel.

» Lipasas en bioprocesamiento de lipidos.

» Enzimas para depilar pieles en el curtido del cuero, fabricacion de aditivos alimentarios y fabricacion de
medicamentos.

» Produccion de ciclodextrina para su uso en productos alimenticios, productos quimicos y productos
farmacéuticos, utilizando ciclotomaltodextrina glucanotransferasa alcalina.

» Procesamiento del tinte de plantas indigo.

LAVANDERIA




%+ Como los animales tienen necesidad absoluta de oxigeno molecular (0,), resulta facil suponer que TODAS las

f/ﬁ/f'f/f

OXIGENO Y CRECIMIENTO MICROBIANO

formas de vida también lo requieren.

Sin embargo muchos microorganismos PUEDEN, y algunos DEBEN, vivir en AUSENCIA TOTAL de 0,,.

El oxigeno es débilmente soluble en agua y puede desaparecer rapidamente debido a las actividades
respiratorias de los microorganismos en los habitats acuaticos y hiumedos.

Existen en nuestro planeta abundantes HABITATS MICROBIANOS ANOXICOS, como fangos y otros
sedimentos, pantanos o ciénagas, suelos forestales inundados, tracto intestinal de los animales, vertidos de
aguas negras, zonas profundas de la subcorteza terrestre.

En estos habitats andxicos proliferan MICROORGANISMOS, particularmente PROCARIOTAS.

Corteza Corteza

oceanica continental
(6-12 Km)—‘ (25-70 Km)
|

i Discontinuidad

Manto superior de Mohorovicic

sologiaweb.com 670 Km
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TIPOS DE MICROORGANISMOS CON RELACION AL O,

4

*¢ Los microorganismos son muy variados en cuanto a la necesidad o tolerancia del O,

% Se pueden dividir en varios grupos dependiendo del efecto del O,.

J/

¢ Los AEROBIOS son especies capaces de crecer a tensiones normales de oxigeno (21% O, enel aire) y respiran
oxigeno en su metabolismo.

J/

** Muchos aerobios pueden incluso tolerar concentraciones mas elevadas de oxigeno (oxigeno hiperbarico).

MICROAEROFILOS

Aerobios que pueden usar el O, sélo cuando esta presente a niveles mas bajos que en el aire (condiciones
microoxicas 2-10%), normalmente a causa de su limitada capacidad para respirar o porque contienen alguna
molécula sensible al 0, como enzimas que son labiles en su presencia.
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FACULTATIVOS E

Muchos aerobios que bajo las apropiadas condiciones nutritivas y de cultivo pueden crecer tanto
en condiciones dxicas como andxicas.

ANAEROBIOS

Microorganismos que NO PUEDEN respirar O,.

2 clases :
AEROTOLERANTES OBLIGADOS o ESTRICTOS
Toleran el O, y crecer en su presencia Son INHIBIDOS o incluso MUEREN
aunque NO PUEDEN usarlo. en presencia de O,.
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NECESIDADES DE OXIGENO E

+ El O, es toxico para algunos porque NO tienen las enzimas SOD y catalasa, que degradan a los
radicales libres del oxigeno que son TOXICOS.

[ o

Al tener estas enzimas, los microorganismos PUEDEN VIVIR con O,.

[ o

El consumo de O, es necesario para la respiracion celular (para obtener ATP).

+ Toxicidad del O, : elementos toxicos:
¢+ H,0,: Perdxido de Hidrégeno

¢ 0O, :radical superdxido

¢ OH :radical hidroxilo

O=-%
¢+ Enzimas que intervienen:

+ SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD): + 2H* - H,0,+0,

é

CATALASA o PEROXIDASA:  2H,0,-> 2H,0 + O,
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SUPEROXIDO Y OTRAS FORMAS TOXICAS DEL OXIGENO

Ademas del singlete, existen otras formas altamente tdxicas del oxigeno:
» Anion superéxido (0,),

» Perdxido de hidrégeno (H,0,)
> Radical hidroxilo (OH")

Cada uno de los cuales se produce como un producto 2rio durante la reduccidon de O, a H,0, en la respiracion

Con tantas formas TOXICAS derivadas del oxigeno, no resulta sorprendente que los organismos hayan
desarrollado enzimas para destruir estos compuestos
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SUPEROXIDO DISMUTASA Y OTRAS ENZIMAS QUE
DESTRUYEN FORMAS TOXICAS DE OXIGENO

< EI SUPEROXIDO (0,’) y el PEROXIDO DE HIDROGENO (H,0,) son las formas téxicas mas frecuentes, de modo que
las enzimas que destruyen estos compuestos tienen una amplia distribucion.
¢ La CATALASA ataca al H,0, formando O, y HO,.

» Otra enzima que destruye el H,0, es la PEROXIDASA, que difiere de la catalasa en que requiere un reductor,

normalmente NADH, para originar sélo H,0 como producto.

molécula de H,0, y una molécula de O,.

Catalasa
SOD

Peroxidasa

SOD/catalasa

REACTIVOS

2H,0, > 2H,0 + 0,

20, +2H*- H,0,+0, |

H,0, + NADH + H*- 2H,0 + NAD*

O,+é —p O,

40, +4 H* —P 2H,0 + 30,

O, +é+2H*"—pP H,0,
H,0, + € + H* —Pp H,0 + OH*
OH* +é + H*—» H,0

> El 0, es destruido por la SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD) que combina 2 moléculas de O, para formar una

*¢ La accidn conjunta de superoxido dismutasa y catalasa convierte el O, en O, y H,0.

PRODUCTOS
Agua y oxigeno
peroxido de hidrogeno y oxigeno
Agua
Superoxido
Agua y oxigeno
Peroxido de hidréogeno
Radical hidroxilo

Agua °1



" Enzimas gue destruyen especies toxicas derivadas del oxigeno, (a) Las catalasas y (b) las peroxidasas son
proteinas que contienen porfirinas, aunque también algunas flavoproteinas pueden consumir especies toxicas
de oxigeno.

(c) Las superdxido dismutasas son proteinas que contienen metales, fundamentalmente cobre y zinc,
manganeso o hierro.

(d) Reaccidn combinada de la superdéxido dismutasa y la catalasa.
(e) La superodxido reductasa cataliza la reduccién por un electrén de O,” a H,0,.

(a) Catalasa H,0, + H,0, > 2H,0 + 0O,

(b) Peroxidasa H,0, + NADH + H* - 2 H,0 + NAD+

(c) Superdxido dismutasa O, +0,” +2H+-> H,0,+0,

(d) Superoxido dismutasa/catalasa en combinacién 40,~+4H*->2H,0+30,

(e) Superdxido reductasa O,~ +2 H* + rubredoxina, 4, 2 H,0, + rubredoxina ;..
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ENSAYO DE LA PRESENCIA DE CATALASA

Un ansa de cultivo cargada con células recogidas de la superficie de un cultivo microbiano sdlido se mezcla
con una gota de agua oxigenada al 30% sobre un porta.

Catalasa
negativo

La inmediata aparicion de burbujas
indica la presencia de catalasa
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RELACIONES MICROBIANAS CON EL OXIGENO

., Tipo de

OBLIGADOS

FACULTATIVOS

MICROAEROFILOS

AEROTOLERANTES

OBLIGADOS

Necesario

No necesario, pero
crecen mejor con O,

Necesario pero a bajas
tensiones

No necesario, no crecen
mejor con O,

Danino o letal

AEROBIOS

Respiracion

. Micrococcus luteus (B)
aerobia

Respiracion
aerobia,
anaerobia,
fermentacion

Escherichia coli (B)

Respiracion
aerobia

ANAEROBIOS

Spirillum volutans (B)

Fermentacion Streptococcus pyogenes (B)

Fermentacion o)
respiracion
anaerobia

Methanobacterium formicicum
(A)

Piel, polvo

Intestino grueso
de mamiferos

Lagos

Tracto
respiratorio
superior

Digestores de
aguas negras,
sedimentos
lacustres

V4 . 54
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La razon por la que los anaerobios obligados mueren en presencia de oxigeno es desconocida,

pero puede deberse a que son INCAPACES de ELIMINAR algunos productos toxicos que se originan

en el metabolismo del oxigeno.

» La ANAEROBIOSIS OBLIGADA ocurre solo en 3 clases de microorganismos: una amplia variedad de
procariotas, unos cuantos hongos y unos cuantos protozoos.

» En las metandgenas y otras muchas especies de Archaea, las bacterias sulfatoreductoras y las
homoacetogénicas, asi como muchas de las bacterias y arqueas intestinales y de la cavidad oral.

» Dentro de Bacteria, uno de los grupos mejor conocidos de anaerobios obligados es el género
Clostridium, formado por bacilos Gram + que forman endosporas.

» Son frecuentes en el suelo, en sedimentos lacustres y en el tracto intestinal, y a menudo son los

responsables del deterioro de alimentos enlatados.
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Los AEROBIOS y los FACULTATIVOS contienen por lo general
tanto SOD como CATALASA.

La SOD es imprescindible en las células AEROBIAS y su
AUSENCIA en los ANAEROBIOS OBLIGADOS se penso que era
la causa por la que el O, resulta TOXICO para estas células.
Algunos ANAEROBIOS AEROTOLERANTES, como las bacterias
del acido lactico, CARECEN de la SOD pero usan complejos
no proteicos de Mn?*libre para lograr la dismutacién de O,
a H,0,yO0,.

Dicho sistema no es tan eficaz como la SOD pero tal reaccidn
puede haber funcionado como una forma primitiva de SOD
en los organismos anaerobios primigenios que se
enfrentaron por primera vez al O, cuando aparecieron las
cianobacterias sobre la Tierra.
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CULTIVO PARA AEROBIOS Y ANAEROBIOS

Para el crecimiento de muchos microorganismos aerobios es necesario suministrar una intensa aireacion.
Esto se debe a que el O, es poco soluble en agua y el O, usado por los organismos durante el crecimiento
no se reemplaza lo suficientemente rapido por difusidn a partir del aire.

Se realiza una aireacion forzada de los cultivos, bien sea por agitacion de los matraces o tubos en una
bandeja de agitacion o bien por burbujeo de aire esterilizado a través del medio mediante un tubo fino de
vidrio o un disco poroso.

Normalmente los aerobios crecen mejor con aireacidn forzada que cuando se suministra el O, por simple
difusion.
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% En el caso de los cultivos de ANAEROBIOS el problema es excluir el O,, no suministrarlo.
% Los anaerobios obligados varian en cuanto a su sensibilidad al O,, y existen diversos procedimientos para reducir el

contenido en O, de los cultivos.
% Para los organismos que no son demasiado sensibles a pequefas cantidades de O,, se obtienen condiciones

anoxicas adecuadas llenando las botellas o tubos con medio de cultivo completamente hasta arriba y cerrando con
tapones herméticos.
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Zona oxica [ E‘& & ’ i 3 ‘ ‘
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Aerobios Microaeroéfilos Anaerot.nos Anaerobios Anaerobios
obligados facultativos aerotolerantes estrictos
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Aerobios : . Anaerobios Aero- Anaerobios
: Micro-aerofilos ! '
estrictos facultativos tolerantes estrictos

Crecim. aerobio:  Crecim. aerobio: Crecim. aerobio y Crecim. Crecim. anaero-
solo donde hay ¢ solodonde hay anaerobio; > crecim. uniforme: el O, bio: solo donde
[O-] 4 [0]] en presencia de O, no tiene efecto no hay O,
Alta
[02] ks i;
Baja
K P :::I '.H
- & 5 iy W
Utilizan O, [O,] normales > Utilizan O, Toleran O, No toleran O,

[ERQ] letales

SOD+ SOD+ SOD+ SOD+ SOD-
CAT+ CAT & nivel CAT+ CAT- CAT-
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CULTIVOS EN ANAEROBIOSIS
JARRA ANOXICA

/

*¢ Para eliminar completamente toda traza de O, del cultivo de anaerobios, puede colocarse un gas que reaccione con
el O, o agregar un agente reductor capaz de reaccionar con el O, y reducirlo a H,O.
+»» El dispositivo mas sencillo es la jarra andxica para anaerobios.

/

** Es un contenedor con una tapa hermética dentro del cual se colocan los tubos o placas que se van a incubar.

v" El aire del recipiente se reemplaza por una mezcla de H, y CO, y, en presencia de £
paladio (Pd) como catalizador, las trazas de O, que pudieran quedar en el @l ;
’ |
contenedor se consumen formando agua (H, + O, - H,0 ) y se establecen asi S =

condiciones ANOXICAS.

v’ Otra forma es mediante una reacciéon quimica producida por un sobre en el
interior de la jarra genera H, + CO,.

v" El H, reacciona con el O, para formar H,0, sobre la superficie de un catalizador de
Pd presente en la jarra.

v' La atmésfera final contiene N,, H, y CO,.
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Para el cultivo de anaerobios estrictos no sélo es necesario eliminar todas las trazas de O, sino ademas realizar
todas las manipulaciones del cultivo en una atmésfera ANOXICA, ya que estos microorganismos pueden morir
por una breve exposicion al O,.

En estos casos, el medio de cultivo se hierve primero para liberar el O, y luego se ahade un agente reductor
como H,S y se sella la muestra en una atmdsfera de gas libre de O,.

Todas las manipulaciones hay que realizarlas bajo una corriente gaseosa de hidrogeno o nitrégeno, libres de
0,, que se dirige al recipiente de cultivo cada vez que se abre, evitando asi que el O, pueda entrar.

Para llevar a cabo investigaciones con ANAEROBIOS ESTRICTOS es necesario disponer de CAMARAS ANOXICAS
que son dispositivos especiales disefiados con guantes incorporados que permiten trabajar desde fuera con
cultivos abiertos en ATMOSFERAS TOTALMENTE ANOXICAS.

Camara anodxica con guantes para manipular e
incubar cultivos bajo condiciones anaerobias.

La compuerta de la derecha, que puede vaciarse
y llenarse con gas libre de O,, permite introducir
o extraer materiales de la camara con guantes.




FORMAS TOXICAS DEL OXIGENO

*» El oxigeno es un poderoso oxidante y el mejor aceptor de € en la respiracion.
» Pero también puede ser un VENENO para los ANAEROBIOS OBLIGADOS.
» El oxigeno por si mismo NO ES LETAL, pero forma derivados toxicos que pueden dainar a las células.

QUIMICA DEL OXIGENO

* El oxigeno es su estado basal normal se llama TRIPLETE de oxigeno (30,). -O:Or
¢ Sin embargo, son posibles otras configuraciones electrdnicas, y la mayoria son téxicas para las
células.

4
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» Una forma téxica importante del oxigeno es el denominado SINGLETE de oxigeno ('0,), que
representa una forma mucho mas energética, en la que la capa electronica externa que rodea
al nucleo es muy reactiva y es capaz de llevar a cabo espontaneamente una gran variedad de
oxidaciones indeseables para la célula. 0::0

» El singlete de oxigeno se produce tanto fotoquimicamente como bioquimicamente.

» En este ultimo caso a través de la accion de varias enzimas llamadas PEROXIDASAS.

* Los organismos que frecuentemente se encuentran con singletes de oxigeno, como las

bacterias del aire y los microorganismos fotétrofos, a menudo contienen pigmentos llamados

carotenoides cuya funcidn es convertir los singletes de oxigeno en formas no toxicas.

-+ .

0
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Las flavoproteinas, quinonas, tioles, y proteinas con hierro y azufre que
se encuentran practicamente en todas las células, también pueden
llevar acabo la reduccién de 0, a O,” (anién superéxido). -O:O:

Es decir que, se respire o no oxigeno, una célula puede estar expuesta
ocasionalmente a especies toxicas del oxigeno.

El superdxido y el radical hidroxilo son agentes muy oxidantes vy
pueden oxidar practicamente cualquier compuesto organico de la
célula, incluyendo las macromoléculas. H:O"

Los peréxidos como el H,0, también pueden dafiar los componentes
celulares, pero generalmente no son tan tdxicos para la célula como el
anion superoxido o los radicales hidroxilo.

Estos Gltimos son los mas reactivos de todas las especies téxicas del
oxigeno pero son solo formas transitorias que se eliminan rapidamente
en otras reacciones.

Fuentes de generacion de ERO

Growth factors/Cytokines/
Chemokines

Engineered NPs Radiation
o Xenobiotics/ Microbes

S OO

Extracellular

Intracellular

*~,

H,0,
2

Metabolizing \ ¢
' enzymes Mitochondria
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SUPEROXIDO REDUCTASA

+* Algunas Archaea anaerobias obligadas presentan otro método de eliminar el superdxido.

s En el hipertermofilo Pyrococcus furiosus no existe SOD pero estd presente un enzima particular, la
SUPEROXIDO REDUCTASA, que se encarga de la eliminaciéon del superéxido.

% A diferencia de la SOD, la superdxido reductasa reduce el anidn superéxido a H,0, SIN la produccién de O,

con lo que se evita la exposicion del organismo a éste.

—_ + H — i
O, +2H* + rubredoxina, .4 .4a —» H,0, + rubredoxina .4,
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P. furiosus también CARECE de CATALASA, una enzima, que como la SOD, también genera O,.
El H,0, producido por la superdxido reductasa se elimina por la actividad de enzimas semejantes a las
peroxidasas que producen H,0 como producto final.

H,0, + NADH + H* —p> 2 H,0 + NAD*

Muchos anaerobios e hipertermofilos obligados, como Pyrococcus, viven en chimeneas hidrotermales
ocednicas pero son muy tolerantes a condiciones Oxicas.

Aunque no crecen en tales condiciones, se supone que la superdxido reductasa evita su muerte cuando se
exponen al O,.

La tolerancia al O, puede ser un factor importante que permite el transporte de estos organismos en aguas
marinas oxicas desde un escape geotérmico a otro.

En la célula se pueden originar varias formas tdxicas del oxigeno, pero existen enzimas que pueden neutralizar
la mayor parte de ellas.

En particular, el superdxido (O,’) parece ser una forma toxica muy frecuente.
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EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE EL CRECIMIENTO MICROBIANO
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** Probablemente es el factor mds importantes que afecta al crecimiento y a la supervivencia de los
microorganismos.

¢ A temperaturas muy frias o muy calientes los microorganismos no creceran y pueden incluso morir.

¢ Los valores absolutos de estas temperaturas minimas o maximas varian mucho entre microorganismos
diferentes y por lo general reflejan el rango de la temperatura media de sus habitats naturales

* A medida que se eleva la temperatura, las reacciones quimicas y enzimaticas de la célula son mas rapidas, y el
crecimiento se acelera; sin embargo, por encima de una cierta temperatura algunas proteinas particulares
pueden sufrir dafios de modo irreversible.
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< Un aumento de temperatura acarrea un aumento en el crecimiento y en el funcionamiento metabdlico hasta
qgue las reacciones de inactivacidon se ponen en marcha.
** Por encima de tal punto, las reacciones celulares caen a 0.
+ Para cada microorganismo existe una temperatura MiNIMA por debajo de la cual no produce crecimiento, una
temperatura OPTIMA a la que se produce el crecimiento mas rapido, y una temperatura MAXIMA por encima

de la cual no es posible el crecimiento.

Reaciones enzimaticas a » Latemperatura 6ptima esta siempre mas cerca de
maxima velocidad posible , . ..
la maxima que de la minima

éptima

Reaciones enzimaticas
a velocidades en
constante aumento

» Las temperaturas cardinales: minima, optima y
maxima son especificas para cada organismo

Velocidad de crecimiento

Minima
Maxima

N\

» Difieren mucho entre si; algunos muestran
temperaturas dptimas tan bajas como 4°C y otros

\ Temperatura 7 tan altas como mas de 100°C.
Gelificacion de la membrana; Desnaturalizacion proteica;
transporte tan lento que no colapso de la membrana y
hay crecimiento lisis térmica
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El rango de temperaturas en el que ocurre crecimiento es mas amplio que el margen del agua liquida, desde
temperaturas por debajo del punto de congelacion hasta temperaturas superiores a las de ebullicion.

Pero no hay ningun microorganismo que ocupe todo este intervalo de temperaturas que, para el caso de un
organismo determinado, suele ser de unos 25-40°C.

La temperatura MAXIMA de crecimiento de un organismo determinado refleja probablemente la inactivacion
de una o mas proteinas celulares que son esenciales.

Sin embargo, los factores que determinan la temperatura MINIMA de crecimiento de un organismo no estan
tan claros.

La membrana plasmatica debe estar en un estado fluido para su correcto funcionamiento y tal vez la
temperatura minima de crecimiento sea el resultado de la CONGELACION de esas funciones de la membrana
en cuanto a transporte de nutrientes o a la formacidn del gradiente de H*.

La TEMPERATURA OPTIMA de crecimiento refleja un estado en que todos o la mayor parte de los componentes
celulares estan funcionando a su maxima velocidad.
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Se pueden distinguir al menos 4 grupos de microorganismos con relacion a su temperatura optima:

Ejemplo: Hiperterméfilo Hiperterméfilo
Geobacillus stearothermophilus  Ejemplo: Bmplo:
Thermococeus caler Pyrolobus furnarii
Ejemplo: 60"
Escherichia coli 88" 106°

Psicréfilo
Ejemplo:
Polaromonas vacuolata

Velocidad de cracimiento

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Temperatura (°C)

> PSICROFILOS: con temperaturas éptimas bajas 0-20°C

> MESOFILOS: con temperaturas éptimas moderadas 20-45°C

> TERMOFILOS: con altas temperaturas éptimas 40- 70°C

> HIPERTERMOFILOS: con temperaturas 6ptimas muy elevadas 70-115°C
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“ % Los MESOFILOS tienen una amplia
distribucion en la naturaleza, se encuentran
en animales de sangre caliente y en medios
acuaticos y terrestres de latitudes templadas
y tropicales.

* Los PSICROFILOS y los TERMOFILOS se encuentran en
ambientes muy frios o muy calientes, respectivamente.

% Los HIPERTERMOFILOS son tipicos de
ambientes concretos extremadamente
calientes como fuentes termales, géiseres y
emisiones hidrotermales submarinas.
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Los seres humanos vivimos en la superficie de nuestro planeta en lugares donde las
temperaturas son generalmente moderadas, y por ello consideramos que los
ambientes muy calientes y muy frios son EXTREMOS.

Los habitats normales de muchos microorganismos pueden ser extremadamente calientes o extremadamente frios.

EXTREMOFILOS

Evolucionaron hasta crecer de modo 6ptimo en esas condiciones.
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Gran parte de la superficie terrestre experimenta bajas temperaturas.

Los océanos, que representan mas de la mitad de la superficie terrestre, tienen una temperatura
media de 5°C y las profundidades marinas tienen temperaturas constantes de 1-3°C.

En el Artico y en el Antartico hay vastas dreas permanentemente congeladas o que se descongelan
sOlo durante algunas semanas al afio en el verano.

Estos ambientes frios raramente son estériles y en ellos se encuentran microorganismos vivos y
creciendo a cualquier temperatura baja a la que aun exista agua liquida.

fais 1 sswer £ yusop uyor

muestra de agua de mar permanentemente
helada de la Antartida.

La intensa coloracion es debida a
microorganismos pigmentados

La mayoria son diatomeas o algas verdes (todos microorganismos fototrofos eucariotas)
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** Las sales y otros solutos, por ejemplo, rebajan el punto de congelacion del agua y permiten el crecimiento
microbiano por debajo de la temperatura de congelacidon del agua pura: 0°C.

¢ Incluso en muchos materiales congelados normalmente existen pequefias zonas microscopicas con agua
liquida donde se concentran solutos que los microorganismos pueden metabolizar y por tanto usar para

crecer.

*» Dentro de los glaciares existe una malla de canales de agua liquida en donde los procariotas se desarrollan y

se reproducen.

Polaromonas, una bacteria con vesiculas de gas que vive
en los hielos marinos y tiene crecimiento éptimo a 4°C.
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MICROORGANISMOS PSICROFILOS

Organismos con temperatura optima baja

s Temperatura optima de crecimiento de <15°C, una temperatura maxima de crecimiento <20°C y una
temperatura minima de crecimiento de <0°C.
** Se encuentran en ambientes permanentemente frios y mueren rapidamente si se exponen a tan solo 20°C.
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Las algas psicrofilas crecen en masas densas entre, o bajo el hielo de
las regiones polares y se observan a menudo sobre la superficie de
zonas nevadas y glaciares en niumero tan elevado que prestan un
color rojo o verde a la superficie

El alga de las nieves mas comun es Chlamydomonas nivalis, cuyas
esporas de color rojo brillante son las responsables del ocasional
color rojizo de la nieve

Esporas pigmentadas de Chlamydomonas nivalis.

Las esporas germinan originando células del alga verdes y moviles.

L
Katherine M. Brock

T. D. Brock
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MICROORGANISMOS PSICROTOLERANTES

Organismos que crecen a 0°C pero tienen temperaturas dptimas de 20-40°C.

Tienen una distribucion mucho mas amplia que los psicrofilos y se pueden aislar de suelos y aguas de climas

templados asi como de carnes, leche y productos derivados, sidra, vegetales y fruta almacenada bajo

refrigeracion (4°C).

» Capaces de crecer a 0°C, pero no lo hacen muy bien a esa temperatura, y se debe esperar a veces varias
semanas antes de que se pueda apreciar el crecimiento de colonias en medios de cultivo en el laboratorio.

* Son los principales microorganismos implicados en el deterioro de los alimentos en refrigeracion.

* Son traidos en los alimentos de sus habitats mesoéfilos y continlian creciendo en el ambiente refrigerado,

aunque de forma mas lenta.
+* Dentro de los microorganismos psicrotolerantes, las bacterias son las principales responsables del deterioro de
los alimentos refrigerados de origen animal, mientras los mohos y verduras lo son en frutas y hortalizas.
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ARQUEAS PSICROFILAS

- Crecen de 0 hasta 102C
- Metabolismo en el hielo -202C (-402C)
- sobreviven entre -45 y 25 °C.

> Dos grupos:

- Euripsicrofilas (permanentemente frios pero con tolerancia)
- Estenopsicrofilas (psicréfilos estrictos).
> Ambientes marinos:

- aguas marinas frias, océanos congelados, aguas costeras, océanos abiertos, lagos helados y en los
sedimentos marinos

> Ambientes no marinos:

- Thaumarchaeota: Rizosfera, lagos alpinos, hielo glacial y rios.
- Metandgenas

Respiracion anaerobica = CO, + 4H, — CH, + 2H,0

Fermentacion = ..y CH;COOH — CH, + CO,




%"} GENEROS DE BACTERIAS Y ARQUEAS Y MICROORGANISMOS EUCARIOTAS

Aeromonas, Acinetobacter, Alcaligenes, Psychrobacter, Brochothrix, Enterobacter, Microbacterium,
Moraxella, Carnobacterium, Shewanella, Campylobacter, Yersinia, Pseudomonas, Serratia,
Achromobacter, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Flavobacterium,
Alcaligenes, Klebsiella, Escherichia, Proteus, Hafnia y Clostridium.

Ademas, del deterioro de los alimentos, ciertos patogenos del ser humano pueden crecer a
temperaturas de refrigeracion, como Clostridium botulinum tipo E y no proteoliticos de los tipos By F,
Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica, algunas cepas de Bacillus cereus y
de Escherichia coli, y Aeromonas hydrophila.
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ADAPTACIONES MOLECULARES A LA PSICROFILIA

** Los psicrofilos producen enzimas que funcionan de modo 6ptimo en el frio y que con frecuencia se
desnaturalizan o inactivan incluso a temperaturas muy moderadas.

¢ Las bases moleculares de este hecho no se conocen por completo pero se ha observado que, en general, las
enzimas activas en frio tienen en su estructura secundaria mayor cantidad de HELICES-a y menor cantidad de
HOJAS-B que las enzimas que son inactivas en frio.

¢ La disposicidon en hoja-B tiende a ser una estructura mas rigida, y la mayor cantidad de hélice-a en las enzimas
activas en frio puede permitir a estas proteinas mayor flexibilidad en esas condiciones.
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La congelacion evita el crecimiento microbiano.

NO causa necesariamente la muerte celular.

Las células microbianas pueden continuar metabolizando a temperaturas muy inferiores a las que
permiten el crecimiento.

Por ejemplo, se ha demostrado respiracion con produccion de CO, en suelos de tundra a
temperaturas tan bajas como -39 °C.

Por tanto, hay enzimas que contintan funcionando a temperaturas muy inferiores a las que limitan
el crecimiento.

CRIOPROTECTORES

Conservan cultivos microbianos a temperaturas muy bajas

Para mantener células durante largo tiempo, las células se suelen suspender en un medio con 10% de
DMSO o glicerol que bajan el punto de congelacidn y se congelan rapidamente de -70 a -196°C.

Estos solutos penetran en las células y las protegen de los efectos de la deshidratacion a la vez que
evitan la formacion de cristales de hielo.

Las células congeladas, preparadas adecuadamente y que no hayan sido congeladas y descongeladas
repetidamente, pueden permanecer viables por largo tiempo, al menos por décadas.
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CRECIMIENTO MICROBIANO A ALTAS TEMPERATURAS

/

+* Lavida microbiana florece en ambientes de elevada temperatura, incluso en el agua hirviendo.

/

** Por encima de 65°C solo viven formas procariotas, pero en esas condiciones existe una enorme
diversidad de microorganismos pertenecientes a Bacteria y Archaea.

TERMOFILOS

Temperatura optima > 45°C

HIPERTERMOFILOS

Temperatura optima > de 80°C
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En la naturaleza se encuentran temperaturas tan altas sélo en areas muy restringidas.

Suelos muy expuestos a la luz solar,
donde al mediodia se alcanzan
temperaturas > 50°C, e incluso se
puede llegar a los 70°C.

Materiales en fermentacion,
como los compost pueden
alcanzar temperaturas de
70°C.

Las temperaturas mas altas en la
naturaleza estan asociadas con
fendmenos volcanicos con las
fuentes termales.
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Muchas fuentes de agua caliente tienen temperaturas proximas a la de ebullicion y las fumarolas
pueden alcanzar los 150-500°C.

Las emisiones hidrotermales de los fondos marinos tienen temperaturas de 350°C o superiores.

Las fuentes termales se encuentran distribuidas por todo el mundo.

La zona de mayor concentracion de este tipo de emisiones es el Parque Nacional de Yellowstone.

Yo solo R

puedo
vivir
entre 25
y 40°C )

Mesofilo

e
Termofilo

90'C
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HIPERTERMOFILOS

En muchas fuentes termales se presenta una gran variedad de hipertermofilos tipicos, tanto especies

quimioorgandtrofas como quimiolitotrofas.

» Las velocidades de crecimiento son notablemente rapidas con tiempos de generacion tan cortos como
1 hora.

» Algunas arqueas hipertermofilas presentan temperaturas optimas por encima de los 100°C y por tanto
sOlo crecen en camaras presurizadas que permiten alcanzar en el laboratorio temperaturas superiores
al punto de ebullicion.

*+* Ninguna especie conocida de bacterias es capaz de crecer por encima de 95°C.

Agua hirviendo en el parque nacional de Yellowstone.

Micrografia de una microcolonia de procariotas desarrollada sobre
un porta inmerso en el agua del cauce de una fuente termal.
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s En las fuentes termales, a medida que el agua hirviendo fluye y corre por los bordes, se enfria

*
gradualmente y origina un gradiente de temperatura.
s A lo largo de este gradiente, crecen varios microorganismos y cada especie diferente crece en un

margen distinto de temperaturas.

Nancy L Spear
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Limites térmicos

Grupo superiores (°C)

MACROORGANISMOS

Peces y otros vertebrados acuaticos 38
Animales Insectos 45-50

Ostracodos (crustaceos) 49-50
Plantas Plantas vasculares 45

Musgos 50

MICROORGANISMOS

Protozoos 56
Eucariotas Algas 55-60

Hongos 60-62

Bacteria
Cianobacterias
Fototrofos anoxigénicos

Procariotas - — - .
Bacterias quimiorganoétrofas/quimiolitotrofas

Archaea

Archaea quimiorganétrofas/quimiolitotrofas

LIMITES DE TEMPERATURA CONOCIDOS EN LA ACTUALIDAD PARA EL CRECIMIENTO DE SERES VIVOS _
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Los organismos NO FOTOTROFOS son capaces de crecer a temperatura mas \ ‘
elevada que los fototrofos "

*» Los procariotas termofilos se encuentran también con frecuencia en ambientes artificiales.
** Los calentadores de agua domésticos o industriales presentan temperaturas de 60-80°C y constituyen por tanto
un habitat favorable para el crecimiento de estos procariotas termofilos.

*»» Se ha aislado de calentadores de agua a Thermus aquaticus, un termoéfilo comun en arroyos de agua caliente.

*» Las centrales eléctricas, las industrias que usan agua caliente y otras fuentes artificiales de naturaleza térmica
son sitios donde pueden crecer los termofilos.

* Muchos de ellos se pueden aislar facilmente utilizando medios complejos incubados a la temperatura del

habitat de la muestra original.
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ESTABILIDAD DE LAS PROTEINAS A ELEVADAS TEMPERATURAS

¢Como pueden los termofilos y los hipertermofilos prosperar a tan altas temperaturas?

** Sus enzimas y otras proteinas son mucho mas estables frente a la temperatura que las de los mesdfilos y sus
macromoléculas funcionan de modo dptimo a altas temperaturas.
’0

»* Enzimas termoestables indican que a menudo su secuencia difiere en muy pocos aminoacidos de la de las enzimas
que llevan a cabo reacciones analogas en las mesofilas.
/

** Unos cuantos cambios en puntos clave permiten un plegamiento diferente de la cadena polipeptidica, que es
responsable de la termoestabilidad.
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LAS MEMBRANAS CITOPLASMICAS DE LOS TERMOFILOS Y DE LOS
HIPERTERMOFILOS NECESITAN SER TERMOESTABLES

** Presentan tipicamente lipidos muy ricos en acidos grasos SATURADOS, permitiendo a las membranas permanecer

funcionalmente estables a elevadas temperaturas.
% Los ACIDOS GRASOS SATURADOS forman un microambiente mas HIDROFOBICO que los NO SATURADOS

favoreciendo la estabilidad de la membrana.

Acido graso saturado

Figura 6.2
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< Los HIPERTERMOFILOS, en su mayoria ARQUEAS, NO presentan ACIDOS GRASOS en sus membranas.
% Presentan HIDROCARBUROS de tipo C,, llamado FITANIL, formados por unidades ISOPRENOIDES repetitivas de
5 dtomos de carbono que se unen por enlace ETER al glicerol fosfato.

Isoprenoide H,C =C—C=CH
= 2

Fosfato
o

Enlace ETER
Cadenas isoprenoides ramificadas

/
1.5 A A
| .~ CHj

! \ 74
H,COPOZ Grupos CH,

a) Diéter de glicerol Unidad de isopreno 90



Bacteria y Eukarya tienen union ESTER

D-glicerol

Acidos grasos no ramificados
Enlace ESTER

Fosfato

O
|
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ESTRUCTURA GLOBAL DE LAS MEMBRANAS DE HT

+* Es una MONOCAPA lipidica en vez de bicapa lipidica.

+» Esta estructura mejora la capacidad de las membranas para RESISTIR la disgregacion a las temperaturas

vitales tan ALTAS de los HT.

Glicerol
Fitanil

Proteina de
membrana

BICAPA LIPIDICA

fitanil

enlace éter
f sl
\ o
H,C—0—C /\/\/\/\/\/\/\/

| CH,
HC—O—C//\/WW\/\/

| ,
H,COPO,- grupo CH3

FITANIL: C,,

Bifitanil

MONOCAPA LIPIDICA

W . " HocH,
HASSSS c\/\/\A/\/\/\/\/\ /\/\l/\ R SN N, [Py
HC-0-C : J T
HoGOFO,?

(b) tetracter de diglicaral

C—0-CH;

BIFITANIL: C,,
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Ejemplos de organismos HT recientes

Bacilo movil Quimilitoautoétrofo

Aquifex pyrophilus =——)

Anaerobio facultativo

En anaerobiosis — Reduce NO;’, con H, y S° como dadores de &

Oxida H2 y S con Oz como aceptor de &

En microaerofilia ——

Produce H,0 (de ahi su nombre)

Crece arriba de los 952C

La T2 de crecimiento mas alta en Bacteria
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Pyrolobus fumarii esta adapatado a T° de agua supercalentada

»>Anaerobiosis ~ Reduce NOs a NH,

o tiosulfatos S,0,% a H,S

»Microaerofilia Oxida H,

Incapaz de crecer a menos de 902C 1+

] |

T |
100 105 110
perature (°C) —p

Limite de T2 de crecimiento a 113¢C

Crecimiento optimo (tiempo de duplicacion
de 50 min. aprox.) entre 103 y 106°C
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» Cepas de Pyrolobus fumarii, son capaces de sobrevivir una hora en autoclave a 121°C.

> La cepa 121 (NE Oc. Pacifico, Resp. Finn: 3-4002C), con un 96% de similitud con Pyrodictium
occultum ->80-1052C se reporto que crece lentamente incluso a 121°C.

> Sin embargo, el record esta en manos de Methanopyrus kandleri
cepa 116 aislada del océano profundo cerca de Japdon con una T.
max. de 122°C bajo presion atmosférica alta.

> Proliferacion celular de 116°Ca 0,4 MPay a 122°C a 20 MPa.
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FUMAROLAS NEGRAS EN LA DORSAL MESOATLANTICA

Pyrolobus fumarii
Optima 1062C




HABITAT

Algunos suelos de origen volcanico, ricos en S° o minerales sulfurosos, la mayoria son debido a la actividad humana
(extraccion de metales y C).

Fumarolas

Solfataras

Pilas de desechos de carbdn; ejes de minas abandonados o pozos; vertederos de lixiviacion de cobre; y
suelos, rios o lagos contaminados por la escorrentia acida de estos sitios




OTRAS ADAPTACIONES A HIPERTERMOFILIA

PARED CELULAR:

Capa de naturaleza proteica denominada Capa S

MEMBRANA CITOPLASMICA:

Monocapa lipidica
Los lipidos son éteres de glicerol con cadenas

isopropenoides de 40 Carbonos
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EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA ESTRUCTURA DEL ADN

+* Los puentes de hidrégeno entre los pares de bases son muy débiles tomados de forma individual.

** Muchos de estos enlaces en una molécula larga de ADN mantienen juntas de una manera eficaz las 2 cadenas.

+* Puede haber cientos de millones de puentes de hidrogeno en una molécula de ADN, seguin el numero de pares
de bases presentes.

, N
Citosina /| Guanina
/ N
\
Esqueleto — Esqueleto
Puente d H
h{é?Qng,S los pares de bases GC son
mas fuertes que los AT.
H
GHs X N
L \ 3 §7 z
Timina ) - | Adenina
4 «, N
N= | - \
B V. Puente de —
Esqueleto” hidrégeno squeleto
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mantienen cada una de las cadenas NO LO HARAN, de manera que las 2 cadenas se SEPARARAN.

< Este proceso recibe el nombre de DESNATURALIZACION (o fusién) y se puede medir experimentalmente porque
las cadenas sencillas y las dobles de los acidos nucleicos difieren en su capacidad para absorber radiacion
ultravioleta a 260 nm
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SUPER ENROLLAMIENTO

+* Si lo extendiéramos, el cromosoma de Escherichia coli tendria una longitud de mas de 1 mm, unas 400 veces mas

que la propia célula.

s é¢Como es posible empaquetar tanto ADN en un espacio tan pequefo? La solucion es la imposicion de una
estructura de ORDEN SUPERIOR en el ADN, en la que el ADN de doble cadena es retorcido aiin mas en un proceso
llamado SUPERENRROLLAMIENTO.

+* El superenrollamiento coloca la molécula de ADN bajo torsidon, de forma muy similar a la tension que se afiade a
una cinta de goma cuando se gira

ADN SUPERENROLLADO
Fo =t ¥
i ; \'“ <% /‘ Dominio
- , - S~ S— - ooy /| supamenroliado
En (a), (b) y (c) el ADN circular esta superenrollado y el ADN Vaococ? .. €3 S/
. . (a) DNA circular relajado y cemrado covalentemente . N ?:,‘ '\ Y /" . (_-'_q";;’ ‘;.
circular cortado y relajado. Cx \ A o b Tl
P4 orte en una hebra sllado bt S '\i‘/" ~ " :
Una muesca es un corte en un enlace fosfodiéster de una hebra. ammee | o Pty
IO ___— Muesca ! “}i' ‘."“‘ \‘,_Al'/.»‘
(d) En realidad el ADN de doble cadena del cromosoma P T N4 T
( i) gy §
bacteriano no se organiza en un solo dominio, sino en varios e A M2 {{
dominios superenrollados. § " i & s
N 4 - g
{b) DNA civcu%a\r uun;;do y relajado (d) DNA cromosdmico con dmv'u:“.‘ioe; superenrollados
Corte sn una hebra Rotacion de un extremo de la cadena
| cortada alrededor de la hélice y sellado
y o ‘7‘\-" # 2 ‘t‘

N ¢

¥
P A

101

(c) DNA circular superenrollado



SUPERENROLLAMIENTO negativo en el ADN.

¢ En las bacterias y en la mayoria de las arqueas existe una enzima, la ADN-GIRASA que introduce

+* La ADN-girasa pertenece al grupo de topoisomerasas de tipo Il.

+** Su funcion se realiza en varias etapas:
v Primero, la molécula de ADN circular se retuerce

v Después, cuando las 2 cadenas se tocan, se hace un corte en una de ellas.
v A continuacién se pasa la cadena intacta a través del corte

v" Por ultimo se resella la doble hélice rota

Algunos de los antibioticos que afectan a las bacterias, como la quinolona acido nalidixico, la
fluoroquinolona ciprofloxacina y la novobiocina inhiben la actividad de la ADN-girasa.

Reparacién

La DNA-girasa realiza del corte

un corte en ambas de doble cadena
caras /
/ ‘/I
/ /,
/ /
Cireuito relajado Una parte del Se produce contacto entre  La accién de la DNA superenrollado
circuito se sitta la hélice en dos zonas. DNA-girasa introduce

encima de la otra Obsérvese que aun no se
ha introducido torsion

torsién (dos
supervueltas negativas
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TOPOISOMERASAS: ADN-GIRASA

Enzimas que introducen o eliminan supervueltas

Existen 2 clases principales y cada una de ellas tiene un mecanismo diferente.

DE CLASE | DE CLASE Il
** Realizan un corte en 1 sola hebra del ADN, lo que ]
) .. » 1049 ** Realizan cortes en ambas cadenas de ADN.
permite la rotacidon de una cadena de la doble . ipe .
. % Pasan la doble hélice intacta a través del
hélice sobre la otra. corte
s Cada una de estas rotaciones anade una . ]

L)

supervuelta al ADN % Luego reparan el corte.

% Luego el corte se repara.

Cada operacion aflade o suprime 2 supervueltas.
La insercion de supervueltas en el ADN requiere energia procedente de ATP.
Mientras que la eliminacion de supervueltas no precisa energia.
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TOPOISOMERASA |

Elimina el superenrollamiento adicional en el ADN.

Introduce un corte en 1 sola hebra del ADN y provoca la rotacion de 1 hebra de la doble hélice alrededor de
la otra.

Un corte (una muesca) en el esqueleto de una de las cadenas permite al ADN volver al estado relajado.

Sin embargo, para evitar que todo el cromosoma bacteriano se relaje cada vez que se realiza una muesca,
dicho cromosoma se organiza en dominios de superenrollamiento.

De este modo, una muesca en el ADN en 1 de estos dominios NO RELAJA el ADN en los otros.

Mediante la actividad de éstas, la molécula de ADN puede superenrollarse y relajarse.

Como el superenrollamiento es necesario para empaquetar el ADN en el interior de la célula y la relajacion
es necesaria para la replicacion y la transcripcion del ADN, los procesos complementarios de
superenrollamiento y relajacion juegan un papel muy importante en la biologia de la célula.

En la mayoria de los procariotas, el grado de superenrollamiento negativo es el resultado del equilibrio
entre la actividad de la ADN-girasa y de la topoisomerasal .

Ademas de la replicacion, el superenrollamiento afecta también a la expresion génica.

Algunos genes se transcriben de manera mas activa cuando el ADN esta superenrollado, mientras que en
otros la transcripcion se ve inhibida por el superenrollamiento excesivo.
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Estos microorganismos ofrecen importantes ventajas para procesos industriales y biotecnolégicos, muchos de
los cuales funcionan de modo mas rapido y eficaz a altas temperaturas.

Las enzimas de los termofilos y de los hipertermofilos se usan ampliamente en microbiologia industrial porque
son capaces de catalizar reacciones bioquimicas a temperaturas elevadas y son mas estables que las de los
mesofilos, de modo que la vida media de estas preparaciones enzimaticas es mas prolongada.

Un ejemplo clasico de enzima resistente al calor y de gran importancia bioldgica es la ADN polimerasa aislada
del terméfilo Thermus aquaticus.

Esta enzima, conocida como Taq polimerasa, se usa para la repeticion automatica de los pasos que tienen
lugar en la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR: polymerase chain reaction), una técnica muy importante
en biologia.

Se conocen otros usos de enzimas termorresistentes y de otros productos celulares estables al calor que estan
siendo desarrollados para aplicaciones industriales.
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Aplicaciones

biotecnoldgicas 7}

de
extremofilos

Extraccion de
metales de aguas de
minas

Fuente de
productos génicos

Aditivos en los
piensos animales

— Efluentes pueden contaminar
el agua de consumo humano

mm) enzimas
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EFECTO DE LA PRESION HIDROSTATICA

s+ Es la presion que ejerce un liquido sobre un cuerpo sumergido en él.

J

< Esla parte de la presion debida al peso de un fluido en reposo.

: ‘ Y
@ g 4 it Sl |

Hydrostatic (ata de
e

A pressur ﬁ‘ﬁo i
v e
L Hydrostatic . /
-I '_",5[, pressure

PRESION ATMOSFERICA

:

» Provoca una fuerza perpendicular a las paredes del envase o a la superficie del objeto.
> El peso ejercido por el liquido aumenta a medida que incrementa la profundidad

La mayor parte de los microorganismos de habitats continentales no pueden crecer (e incluso
mueren) cuando son sometidos a altas presiones (unos 600 Kg/cm?2= 6.000 m de profundidad).
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EFECTOS ADVERSOS DE LA PROFUNDIDAD

4

** Aumento de la viscosidad del citoplasma.

+* Disminucidn de la capacidad de las enzimas de unirse a sus respectivos sustratos.

Posiblemente interferencia en procesos de transporte a nivel de membrana.

Posiblemente interferencia en la biosintesis de proteinas.

Interferencia en la division celular: las bacterias se alargan, se filamentan, pero sin produccion de tabique
transversal (crecimiento sin division celular).

L)

L0

J J J
0’0 0’0 0’0

Sin embargo, existen bacterias (sobre todo
marinas) que toleran o requieren altas presiones

BAROTOLERANTES y BAROFILAS respectivamente
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CON BASE EN LA PRESION OPTIMA, LOS ORGANISMOS SE CLASIFICAN
EN 3 GRUPOS

Barotolerantes o
Piezotolerantes /E T ]
% Piezosensibles (P, > 1atm) [ ___%___ H nge\ Peadilas
% Piezotolerantes (< 600 atm) 2 He
] ‘p-‘
+* Piezofilos (P 6ptima: 500 atm) £ %
@ %,
b L
Q 1\ \
o . i1
1] " S
W . N )
R Barosensibles o | ™ %
Piezosensibles ""-\___* ¢
197 305 "\ 592 790 987
0 20 40 60 80 100

Presion (MPa) Atm

1 MPa =9.9 Atm
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Piezofilos

NO pueden crecer a una presion <50MPa, pero que pueden crecer bien a 100MPa

Profundidades oceanicas
bajo una enorme presion por el peso de la columna de agua hasta 1.100 atm (107
Mpa) parte mas profunda de la Fosa de las Marianas

gamma-proteobacterias: Photobacterium, Shewanella, Colwellia, Moritella, Psychromonas
Methanopyrus kandleri bajo alta presion puede crecera 122 ° C

Composicion lipidica de la membrana en respuesta a presiones elevadas

Mantiene la fluidez adecuada de la membrana




MECANISMOS DE ADAPTACION DE PIEZOFILOS

+¢ Lipidos de la MC con moléculas mas apretadas = | en la fluidez.
* P proporcion de AG insaturados

- ll.'

.’ +
i'k‘ d

> i s
?’ § o

Methanoccus janaschii X i
Profundldade 3q [®Bcéano

Piezofilo-termofilo
(6ptimos: 75 MPa, 90°C) ,(psncroﬁIOS) ,’)

'Resplraderos hldrotermales

8,059 km de profundidad (termofilos)
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CONDICIONES EN LAS PROFUNDIDADES MARINAS \l

Los organismos que habitan en las profundidades marinas se enfrentan a 3 extremos
medioambientales

BAJA PRESION BAJOS NIVELES DE
TEMPERATURA ELEVADA NUTRIENTES

+* Ademas, las aguas de las profundidades marinas son completamente OSCURAS, de tal forma que resulta
imposible realizar FOTOSINTESIS.

%+ Por lo tanto, los microorganismos que habitan en las profundidades marinas son QUIMIOTROFOS y son capaces
de crecer en ALTAS PRESIONES y condiciones OLIGOTROFAS en el FRIO.

** Por debajo de unos 100 m la temperatura del agua marina permanece constante entre 2y 3°C.
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¢ La presion aumenta en torno a 1 atm cada 10 m de profundidad en una columna de agua.

¢ Un organismo que viva a una profundidad de 5.000 m deben ser capaz de resistir presiones de 500 atm.

¢ Los microorganismos son extraordinariamente tolerantes a las presiones hidrostaticas elevadas y muchas
especies pueden resistir presiones de 500 atm y en algunos casos mucho mas.

Hydrostatic
pressure

————— Hydrostatic
4 : pressure

P
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BAROTOLERANTES \2«

¢ Organismos que toleran la presion elevada, pero no crecen mejor bajo ésta.

** Organismos aislados de las aguas entre la superficie y unos 3.000 m de profundidad son normalmente
BAROTOLERANTES y tienen mayores tasas metabodlicas a 1 atm que a 300 atm.

* Aguantan hasta unas 500 atmdsferas, NO crecen a presiones > 500 atm.

BAROFILOS

4

*%

* Crecen mejor bajo elevada presion.

» Su habitat son las aguas oceanicas, entre los 2.000 y los 4.000 m de profundidad.

» Las barodfilas moderadas son aquellas bacterias que pueden crecer a presion atmosférica, aunque su
Optimo esta a unas 400 atmadsferas.

» Habitan profundidades entre los 5.000 y 7.000 metros.

4

L)

(R )

L)

L)

R

L)
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Crecimiento de bacterias barotolerantes, bardfilas y baréfilas extremas

5 Bardfito - 1,0
_Barotolerante \

o_ 4p" - 08
e Barofily
'g b extremo
53 3 0.6
O Q - s
20
o 2
52
8 2 - 04
23
3 =1
S 1 - 02

0 200 400 600 800 1.000 1.200

Presion (atm)

El bardfilo extremo tiene menor velocidad de crecimiento cuando se compara con las
bacterias barotolerantes y barofilas y su incapacidad para crecer a bajas presiones.

El barofilo extremo Moritella aislado de la Fosa de las Marianas
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Monte Everest
8.850 mts
aproximadamente

35,000

COMMERCIAL AIRLINERS
(Common cruieing altitude)

35,000 feet

30,000

MOUNT EVEREST
(The world's highest peak)

29,035 feet

20,000 ‘

MATTERHORN
(Noted Alps peak)

14,690 feet

15,000

10,000

DENVER
(Mile-High City)

5,280 feet

5,000
BURJ KHALIFA

(World's tallest structure)

2,723 feet

(CHALTENGER|DEER]
IMARIANAYTRENGH]

B0 flzek

SPERM WHALE
(Average Depth)
3,281 feet

(Some have
been placed at

abou7do foot)

TITANIC

| (Final Resting Depth)
12,400 feet

e

CHINESE SUB
(Jiaolong)

16,591 feet

SNAILFISH
(Pseudoliparis
amblystomopsis)

25,272 feet

b
UNMANNED SUB
(Nereus ROV)

35,767 feet




Cultivos obtenidos de muestras tomadas a unas profundidades mayores, de
4.000 a 6.000 m, son normalmente BAROFILOS y crecen oéptimamente a
presiones de 300 a 400 atm.

En aguas incluso mas profundas (10.000 m) se han hallado los BAROFILOS
EXTREMOS.

Estos organismos tienen unos REQUISITOS de PRESION absolutos y mayores
para el crecimiento.

Moritella, aislada de la Fosa de las Marianas crece dptimamente a una presion
de 700 a 800 atm y podria crecer incluso a 1.035 atm y NO CRECE a una presion
< 400 atm: tiene un REQUISITO de PRESION OBLIGADO.

Su temperatura dptima de crecimiento es su temperatura ambiental (2°C) y las
temperaturas por encima de 10°C alteran la viabilidad de manera significativa
Debido a que a esas profundidades la temperatura del agua es de sélo 2-3°C,
suelen ser simultaneamente criodfilas.

INCAPACES de crecer a PRESION ATMOSFERICA.

Monte Everest 8900 metros

Fosa de las Marianas 11034 metros
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MUESTREO DE LAS PROFUNDIDADES MARINAS

» Recogiendo muestras de sedimento del fondo marino de la Fosa de
las Marianas a 10.897 m.

» Los tubos de sedimento se utilizan para el enriquecimiento y el
aislamiento de bacterias bardfilas.
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EFECTOS MOLECULARES DE LAS ALTAS PRESIONES

La presion disminuye la afinidad de las EZ por sus ST.

Las EZ de los baréfilos extremos deben PLEGARSE de tal modo que minimicen los efectos de la
presion.

Tienen una MAYOR proporcion de ACIDOS GRASOS INSATURADOS en la membrana
citoplasmatica que uno que crece a 1 atm.

Los acidos grasos insaturados permiten que las membranas permanezcan FUNCIONALES y NO
se GELIFIQUEN a presiones elevadas o a temperaturas bajas

Una proteina de la membrana exterior especifica, la OmpH (outer membrane protein H,
proteina H de la membrana externa) SE SINTETIZA en células que crecen a una PRESION
ELEVADA, pero NO a1 atm.

La OmpH es una PORINA (proteinas) que forman canales para la difusion de moléculas
organicas a través de la membrana externa y hacia el periplasma

N
o 1
NG -
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EXTREMOFILO

Organismo capaz de vivir y crecer en condiciones extremas, con parametros fisicoquimicos nocivos para
la mayoria de los seres vivos

J

“* FISICOS (temperatura, radiacion, presién)
< GEOQUIMICOS (desecacién, salinidad, pH, ERO, potencial redox)

ANTROPOCENTRICO A.mblente hostil para los humanosy la r’nayorla de los Ot:g.anlsmos conoc!dos.
Ej.: Protozoos, algas y hongos, la mayoria de los extremofilos son procariotas.

Glaciar Perito
Moreno, Argentina

S

Géiseres del
ati hile

Psicrofilos | Termofilos

WML g e
[4 Y “Q\‘m, UV ) A, T TR

Desierto de

Xeréfilos Atacama, Chile

Négrm% Halofilos

-ﬂ [NaCl] >

3.5%
Lago alcalino

Ascotan, Chile

a, <0.85

aun acida
Costa Rica

Alcalodfilos | Acidofilos

Bre—— —3  pH>9 pH <5
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AMBIENTES EXTREMOS

+» Habitats caracterizados por presion hidrostatica, aridez, radiaciones, temperaturas elevadas, valores
extremos de pH, altas concentraciones de sal, altas concentraciones de metal, etc.

» Fuentes termales y zonas volcanicas submarinas, lagos salados y salinas, habitats con extremos de pH,
suelos y aguas de zonas polares, fondo de los océanos, desiertos, etc.

** Usualmente los microorganismos extremofilos viven en habitats POLIEXTREMOS: en las fuentes termales
se combinan las altas temperaturas y bajo pH, en las profundidades de océanos se combinan las bajas
temperaturas y altas presiones o en las salinas existe una elevada concentracion de sales junto a una alta
radiacion solar y altas temperaturas.

L)

L)

» Exclusivamente poblados por procariotas.

Seca vants Yellowstong Antarctica Atacama
Hotsprings Subglacial Desart
Lakes




PROCESO INDUSTRIAL PRODUCTO VENTAJAS ORGANISMO

Hidrdlisis de almidodn: : . Bacillus
: . , a-amilasa M estabilidad .
dextrinas y jarabe de maiz stearothermophilus
: cantidad de g
Blanqueo de papel Xilanasas v Termofilos
blanqueador
Procesado de alimentos, pan, o e
P Proteasas Establea ™M T Termofilos
cerveza, detergentes
Maduracion de quesos, Proteasas . g
., 9 Establea | T° Psicrofilos
produccion de leche neutras
Surfactantes,
Biorremediacion limpieza de Eficientesen { T° Psicrofilos
derrames
Degradacidon de polimeros en Proteasas, amilasas, Detergentes Psicrofilos
detergentes lipasas mejorados
Degradacion de polimeros en Celulasas, proteasas, o
5 P . p Estables a I pH Alcaléfilos
detergentes amilasas, lipasas
. Glicerol, solutos ., Halo6filos
Productos farmacéuticos . Producciona ' S .
compatibles (Dunaliella)
Surfactantes para g
P Membranas Halofilos
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CUESTIONES QUE TRATA DE RESPONDER LA ASTROBIOLOGIA

éQué es la vida?

¢Como surgio la vida en la Tierra?
¢Como evoluciona y se desarrolla?
é¢Hay vida en otros lugares del Universo?

¢Cual es el futuro de la vida en la Tierra y en otros lugares?

» La pregunta de si la vida se extiende mas alla de la Tierra era una pregunta que solia responderse
principalmente en base a la imaginacion humana que refleja nuestras pasiones y miedos.

» Filésofos, cientificos e incluso politicos, como Winston Churchill, han argumentado sobre la existencia (o
inexistencia) de vida extraterrestre en el Universo.

» Para los cientificos, este ambicioso esfuerzo comienza con la Tierra, ya que representa el unico ejemplo
conocido de vida en el Universo.

» Comprender la Tierra es, por lo tanto, el primer paso para comprender los requisitos para que surja la vida y
haga un mundo habitable.

1
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RAZONES PARA EL ESTUDIO DE EXTREMOFILOS:

% Preservacion de alimentos

» Investigacion basica; Organismos modelos para investigacion basica (microbiota
con unas caracteristicas Unicas)

» Armas bioldgicas

< Potencial biotecnolégico

< Uso futuro en el espacio

< Biodiversidad sobre la Tierra

» Mecanismos de supervivencia de los extremofilos
» Origenes de la vida

» Limites para la vida en el universo




QUE NOS PUEDEN APORTAR P

Uso en Astrobiologia para el descubrimiento de vida extraterrestre (Ej.: Hielo profundo terrestre).
Modelo de la arqueas aisladas: comprension de modelos funcionales a temperaturas bajas.

Futuras investigacion en la biosfera fria proporcionando el aumento en nimero y tipos las arqueas
aisladas en esas condiciones.

Posibles reliquias que envuelven aspectos de la vida en sus origenes (Proterozoico-Precambrico).

Los extremofilos son ciertamente modelos prometedores para ampliar nuestra comprension de la
evolucidon funcional de la adaptacidn al estrés y tal vez nos lleven a explorar una biodiversidad hasta
ahora no revelada.

Usar el conocimiento de las bases bioquimicas de los extreméfilos, junto con considerar la T°
presion, RUV, composicion atmosférica, acides, etc. para considerar la posible evolucion de
organismos capaces de tolerar el ambiente de planetas como Venus.




Estudiar la biologia y la ecologia de los extremodfilos es esencial para definir los limites de la vida tal
como la conocemos y para estudiar ambientes extremos analogos a los de la Tierra primitiva y/o
posibles habitats extraterrestres y para probar tecnologias para detectarlos.

*%

* Un planeta con solo condiciones extremas podria mantener la vida o en la Tierra éstos son
alimentados por nutrientes provenientes de ambientes "normales" provocados por vientos, lluvias,
etc.

L)

L)

* Entender la biologia de los extremofilos y sus ecosistemas nos permiten desarrollar hipotesis acerca
de las condiciones necesarias para el origen y la diversificacion de la vida en un planeta (incluyendo
la Tierra), sobre la posibilidad de la Panspermia, y de los habitats potenciales de vida pasada o
presente en el sistema solar, como en Marte, Europa (luna de Jupiter), las nubes de Venus y Titan
(luna de Saturno), o incluso en sistemas exoplanetarios (planetas que orbitan una estrella diferente
al Sol).
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