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= Introduccién

Los microorganismos son los seres mas numerosos que existen en el
planeta; son organismos ancestrales que han colonizado exitosamente
cada nicho ecolégico posible. Los microorganismos se encuentran
practicamente en todos los ecosistemas, desde los polos, en ambientes
bajo el punto de congelacién y muy secos, hasta los tropicos con
temperaturas altas y con elevada precipitacién pluvial. Su presencia y
actividad es esencial para la salud y funcionamiento adecuado de todos
los ecosistemas (Olembo, 1991).

Los microorganismos han desarrollado una gran capacidad para cumplir
una infinidad de funciones debido a su gran versatilidad biogquimica,
basada en la posibilidad de llevar a cabo una enorme cantidad de tipos
de reacciones: oxidaciones, reducciones y precipitaciones, sobre los
elementos componentes de lo que Ilamamos vida y que de manera
directa o indirecta gobiernan todos los procesos en la tierra (Atlas,
1984).

Para la agricultura, el suelo es un habitat complejo donde un gran
numero de poblaciones microbianas interactian con los diversos
sustratos, estando muchas de estas poblaciones asociadas a las raices
de las plantas en la zona rizosférica (Reyes et al., 2006). Para mejorar
la productividad se han utilizado agroquimicos en forma intensiva, lo
cual trajo consecuencias funestas para el medio ambiente y la salud; eso
ha motivado a mejorar la comprensién de las actividades simbidticas que
se establecen en el suelo entre la microbiota, las plantas y las cadenas
tréficas del suelo, los microorganismos deben ser entendidos como
asociaciones microbianas que interactian entre si (Barea et al., 2005).

En los microambientes estdn asentadas poblaciones microbianas
asociadas a la presencia de los exudados radicales y que participan en la
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formacién de microagregados rizosféricos ricos en metabolitos
microbianos principalmente del tipo aminoacidos y polisacaridos
(Caesar-TonThat et al.,, 2007). Las rizobacterias promotoras del
crecimiento de las plantas (RPCP) son bacterias benéficas que se
presentan como una alternativa a los fertilizantes quimicos y plaguicidas
(Kloepper y Beauchamp, 1992). Estas poblaciones microbianas
rizosféricas son capaces de ejercer efectos especificos sobre el
crecimiento vegetal como la produccion de fitohormonas, disolucion y
mineralizacion de los fosfatos, fijacion asimbidtica del Nitrégeno
atmosférico y produccion de siderdforos y antibiodticos (Vessey, 2003).

En general, la competencia por nutrimentos genera en la rizésfera
interacciones microbianas acordes al metabolismo de la planta debido a
la liberacién de sustancias difusantes, secreciones, lisados, gases y
mucilagos (Benizri et al., 2001). Asimismo, el establecimiento de
poblaciones competitivas de microorganismos promotores del
crecimiento de las plantas dependen principalmente de aspectos
puntuales como la colonizacion rizosférica de la planta, dada por la
liberacién de sus exudados radicales, y la capacidad de respuesta
genética y quimioatrayente del microorganismo hacia la rizosfera
(Bacilio-Jiménez et al., 2003).

La mayoria de las plantas naturalmente propagadas crecen en campos o
en macetas, estos suelos son colonizados por las comunidades
endofiticas de bacterias, que abarcan una gran variedad de especies y
géneros. Estas bacterias no patdégenas forman relaciones con sus
anfitriones: unas beneficiosas, otras neutras, y algunas perjudiciales.
Estas asociaciones pueden aumentar el crecimiento de las plantas,
acelerar el desarrollo o mejorar la resistencia al estrés ambiental. (Sturz
A. V. etal., 2000).

Los indicadores bioldgicos integran gran cantidad de factores que afectan
la calidad del suelo como la abundancia y subproductos de micro y
macroorganismos, incluidos bacterias, hongos, nematodos, lombrices,
anélidos y artrépodos. Incluyen funciones como la tasa de respiracién del
suelo, ergosterol y otros subproductos de los hongos, tasas de
descomposicion de los residuos vegetales, Nitrogeno y Carbono de la
biomasa microbiana (SQl, 1996; Karlen et al., 1997).
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El andlisis del valor sobre la importancia de la diversidad microbiolégica
del suelo aporta conocimientos para tomar decisiones o emitir
recomendaciones en favor de la conservacion del suelo cuando hay
perturbaciones en el ambiente. Medir la abundancia relativa de la
microbiota del suelo, permite identificar aquellas especies que por su
escasa representatividad en la comunidad son mas sensibles a las
perturbaciones ambientales. Ademas, identificar un cambio en la
diversidad, ya sea en el nimero de especies, en la distribucién de la
abundancia de las especies o en la dominancia, nos alerta acerca de
procesos empobrecedores que son afectados por el cambio climatico
(Magurran, 1988).

Hoy en dia, los biofertilizantes son considerados como un componente
del manejo integrado de la nutricién vegetal y han sido definidos como
sustancias que contienen microorganismos vivos que al aplicarse a las
semillas, superficie de las plantas o al suelo, colonizan la rizésfera o el
interior de la planta y promueven su crecimiento aumentando Ia
disponibilidad de los nutrientes y la sanidad vegetal en la planta
hospedera (Vessey, 2003).

El manejo inapropiado de los suelos en pendiente y la continua
degradacion de los mismos por los efectos climéaticos y edaficos, la baja
disponibilidad de Nitrogeno y Fésforo, principalmente, y los problemas
de contaminacion de los suelos, aguas y alimentos por el uso excesivo de
agroguimicos exigen una gestién agricola en términos de sostenibilidad.
Por lo tanto, la evaluacién de microorganismos promotores del
crecimiento de plantas, entre ellos bacterias fijadoras de Nitrogeno y/o
con capacidad disolvente de fosfatos inorganicos representa una opcién
para el manejo sostenible de estos agroecosistemas. EI manejo de las
poblaciones de bacterias y hongos en el suelo son fundamentales para la
sostenibilidad de los sistemas de produccién.

El presente manual permitira poner a disposicion técnicas
microbiolégicas apropiadas de trabajo que ayuden en los avances de
estudios de los microorganismos y los servicios ambientales de Ia
agricultura en Bolivia.
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Los protocolos son practicos y de facil entendimiento. A través de este
manual se pretende guiar a los investigadores, técnicos y estudiantes en
procesos y técnicas microbioldgicas, experimentando e interpretando los
resultados. Otro proposito es generar conocimiento y avances
biotecnoldgicos para desarrollar nuevos bioproductos de beneficio para el
agro en Bolivia.




Facilidades de Laboratorio
para la Microbiologia de Suelo

A. NORMAS BASICAS DE LABORATORIO
I 1. Normas de seguridad

El trabajo de laboratorio requiere ciertas normas béasicas de seguridad, unas que son
obligatorias y otras que son especificas o estan relacionadas a un determinado trabajo.

B 1.1. Procedimientos generales, normas bésicas de seguridad

® Todos los operarios del laboratorio deben conocer y cumplir las normas de
seguridad establecidas.

® (Cada operario debera colocar todos los objetos personales (libros, mochilas, etc.)
en la zona asignada para ese propdsito.

® Afin de preservar la limpieza dentro del mismo evitando elementos contaminantes
que se pueden traer del exterior, siempre deberad usar una bata de laboratorio de
manga larga y abotonada, la cual se debe quitar al abandonar el mismo.

® lavarse las manos con jabdn antiséptico y secarse con papel toalla, antes y
después de las actividades rutinarias. Tener las manos limpias y sin joyas (reloj,
anillos, pulseras, etc.), en caso de tener cabello largo sujetarlo adecuadamente.

® Todas las areas del laboratorio deben estar ordenadas y mantener el libre acceso a
las instalaciones. Se deben limpiar y desinfectar diariamente los mesones de
trabajo, no depositar encima ropa u objetos personales. Los pisos deben
mantenerse limpios y lavados, una vez por semana, con una solucién germicida y
después de cualquier derrame.

® Todas las areas de trabajo deben estar debidamente identificadas con el tipo de
trabajo que se realiza y el riesgo que representa al operario.

® |os reactivos deberan estar almacenados de acuerdo a sus caracteristicas,
tomando especial cuidado de tener el espacio indicado para los acidos con sus
respectivas instrucciones de seguridad (si son inflamables y/o su grado de
toxicidad). Asimismo, cada reactivo deberd tener las indicaciones para su
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manipuleo (uso de lentes, barbijo, campana de extraccion de gases, etc.) y sobre
todo las acciones a tomar en caso de emergencia.

Los operarios deben ser capacitados para el uso de equipos inflamables,
manipulandolos con precaucién, no dejando material inflamable cerca y evitando
el posible contacto con tejidos.

En caso de existir hornillas a gas, se deberd tener el suficiente espacio para el
manipuleo y al final de la jornada cerrar las llaves de paso.

Todos los operarios deben conocer el lugar donde se encuentra el extintor de
incendios, asi como el plano de evacuacién en caso de emergencias.

Esta prohibido ingerir y/o almacenar cualquier tipo de alimento o bebida dentro del
laboratorio. Asi como fumar y/o aplicarse cosméticos.

Todos los equipos deben tener a simple vista las instrucciones de uso (tipo de
voltaje, modo de encendido, etc.).

Ningln equipo, material, medios o cultivos microbianos, pueden retirarse del
laboratorio, éstos deben ser desinfectados o esterilizados si se requieren trasladar.

Después de usar, los materiales de laboratorio deben ser lavados adecuadamente
y colocados en su lugar; asimismo los equipos (microscopios, balanzas analiticas,
autoclave, etc.) y el lugar de trabajo (mesones, suelo, etc.) deben ser limpiados.

Se debe disponer de un botiquin de primeros auxilios.

Cuando el operario sufra alguna quemadura o herida debe acudir al botiquin del
laboratorio y si es de gravedad ir a un centro de salud.

En el caso de derrame de cultivos o rotura de recipientes con cultivos activos, se
debe conservar la calma, con ayuda de guantes, colocar toallas de papel sobre el
material derramado para evitar su dispersion y sobre ellas aplicar abundante
solucién desinfectante.

B 1.2. Procedimientos en microbiologia

® la mayoria de los procedimientos de trabajo en microbiologia requieren
condiciones asépticas para lo cual se necesita equipo adecuado y de preferencia se
asignara un ambiente cerrado para la cdmara de flujo laminar con luz UV.

Todos los materiales que van a ser utilizados se deben esterilizar. Para ello es
indispensable el uso de autoclaves a vapor (vertical u horizontal), de manera
estandar; autoclavar a 121° Cy 15 libras de presion durante 20 minutos.

Todos los objetos sucios o contaminados deben ser depositados en recipientes
destinados a ese fin. Autoclavar todos los objetos de vidrio que hayan tenido
contacto con algln tipo de muestra microbioldgica, después lavar muy bien con
jabén, desinfectante, lavandina, etc. y nuevamente autoclavar para su uso.
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® Para la extraccion de cultivos microbianos utilizar pipetas mecénicas o
automaticas, micropipetas o cualquier otro dispositivo para ese propésito, no
pipetear oralmente bajo ninguna circunstancia.

® Se debe tener mucho cuidado en el manipuleo de microorganismos para evitar
contaminacion entre ellos.

® Entre las recomendaciones basicas de trabajo con microorganismos se encuentran:
manejar el asa de siembra tomandola del mango como si fuera un lapiz; sostener
la tapa del tubo de ensayo con el dedo mefique de la otra mano sin que éste toque
ninguna superficie. Realizar toda operacién cerca del mechero Bunsen; flamear la
boca del tubo de ensayo cuando se retira la tapa y antes de cerrar.

® E| asa de siembra se esteriliza con la llama de un mechero hasta que quede
incandescente (al rojo vivo) (Figura 1).

® |as pipetas se esterilizan en papel de forma individual, las placas Petri se las
empaquetan en grupos de dos o tres con la base hacia arriba.

Figura 1. Materiales estériles dentro de la Cdmara de Flujo laminar.

-Preparacion de medios de cultivo

Los medios de cultivo para el trabajo de microbiologia pueden ser liquidos, sélidos y
semisoélidos y pueden ser dispensados en diferentes materiales de vidrio, entre los mas
comunes, las placas Petri, tubos de ensayo y matraces.
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De forma general, para la preparacion de medios de cultivo se disuelven todos los
componentes en agua destilada. Cuando se trata de medio semisélido y sélido, se
debe llevar el medio hasta casi punto de ebullicion para permitir que el agar se funda,
posteriormente el medio se dispensa en tubos de ensayo, matraces, o frascos, los
cuales se tapan y se esterilizan durante 20 min a 120° Cy 15 libras de presion.

Cuando se requiere incorporar compuestos termolabiles (vitaminas o antibidticos), se
debe realizar la esterilizacion por “filtracion” (usando filtro bacterioldgico). La solucion
filtrada sera anadida al medio de cultivo cuando éste alcance una temperatura menor
a 37° C. Los medios de cultivo ya preparados, deben ser conservados a 4° C.




Muestreo de Microorganismos
= del Suelo

En el suelo, los microorganismos se encuentran distribuidos de una manera
heterogénea y para tener una muestra representativa de la comunidad microbiana es
necesario tomar submuestras para formar una muestra compuesta, de una
determinada parcela de cultivo.

El protocolo que se utiliza en el laboratorio de Microbiologia Agricola es una
adaptacion de Weaver et al. (1994).

Para la obtencion de muestras compuestas se debe considerar que la actividad
microbiolégica se da alrededor de las raices, por lo que la muestra debera ser tomada
entre los O y 30 cm de profundidad, pero esto depende del tipo de suelo, clima 'y
vegetacion del lugar, por lo cual se debe tomar submuestras de toda el area a
muestrear.

En caso de que la muestra sea de un suelo natural no perturbado, de preferencia se
debe eliminar la capa superficial hasta 5 cm y posteriormente tomar la muestra.

Protocolo 1:

Materiales de muestreo:
e Solucion de alcohol etilico al 70%
* Agua
e Detergente
* Pala de metal / Sacabocados de Inox
* Recipientes y bolsas de plastico
* Varillas de metal o madera de 10-15 cm de largo
* Cintas de color
* Hielera
* Hielo seco
* Cinta de embalaje
* Hipoclorito de sodio (lavandina)
* Marcadores indelebles

® Las herramientas a ser utilizadas deben ser lavadas con detergente y agua para
luego ser desinfectadas con alcohol etilico al 70% o con hipoclorito de sodio al
1,3% antes de llegar al &rea de muestreo.
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® FE|l area de muestreo debe ser
delimitada horizontalmente con las
varillas de metal, cada una con una
cinta de color para identificarlas.

® (Con otra cinta y con las varillas se
traza una “W” sobre la superficie a
muestrear delimitando asi el lugar
exacto donde se debe muestrear
(Figura 2).

® Se recomienda tomar submuestras
por punto de muestreo, tratando de
que todas sean del mismo volumen
(Figura 3).

Figura 3. Toma de submuestras de suelo.

® |a muestra compuesta debe ser
almacenada en una bolsa estéril, con
todos los datos posibles de
identificacion. Estas deben ser
transportadas al laboratorio en una
conservadora con hielo y mantenerse
a4°C.

® Entre colecta y colecta todo el
material utilizado debe ser limpiado
y esterilizado con un pafo empapado
en alcohol para evitar la Figura 4. Desinfeccion de herramientas
contaminacién  entre  muestras
(Figura 4).
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® Para colectas de suelo asociadas con
raices, excavar un hoyo al pie de la
planta, retirar las raices teniendo
cuidado de dejar la mayor cantidad
de suelo adherido a éstas vy
almacenar en bolsas estériles
cerradas e identificadas (Figura 5).

Figura 5. Colecta de suelo
asociado a las raices.

® |os datos que se requieren para la identificacion de las muestras son: lugar de
muestreo, localidad, nombre del agricultor, cultivo y fecha.

® las muestras identificadas se deben transportar lo méas pronto posible al
laboratorio de anélisis. Si el lugar de muestreo es muy distante, las bolsas deben
ser guardadas en una conservadora (Figura 6).

® No es recomendable que las muestras tengan mas de 48 horas guardadas antes
de llegar al laboratorio.

® Se recomienda realizar pruebas fisico-quimicas al suelo, muchas veces son
importantes para correlacionarlas con las poblaciones microbianas.

Figura 6. Transporte de muestras al laboratorio, mejor si contiene una botella con hielo para refrigerar
la caja.
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Procesado de Muestras
= para Microbiologia

Una vez que las muestras llegan al laboratorio deben ser procesadas a la brevedad
posible.

B 4.1 Diluciones

A fin de facilitar el procesado y la lectura de poblaciones microbianas, es necesario
realizar diluciones seriadas.

Para este propdsito se comienza de una suspension concentrada (1:10) la cual se va
diluyendo en serie con un factor de dilucién de 10. Se debera obtener 1:10, 1:100,
1:1000, 1:10000, etc. Esta serie de diluciones son muy importantes en el
aislamiento de microorganismos, porque facilitan su aislamiento y caracterizacién
(Madigan y Martinko, 2004).

Protocolo 2:

® Pesar 10 g de suelo.

® En camara de flujo en un matraz estéril mezclar los 10 g de suelo con 90 ml de
solucién salina al 0,85% (1:10).

® Extraer 1 ml de esta dilucion y mezclar en un tubo con 9 ml de solucién salina
(1:100), agitar con la ayuda de un vortex, para disponer de una muestra
homogénea.

® Nuevamente extraer 1 ml de esta dilucion y nuevamente homogeneizar con 9 ml
de solucién salina (1:1000) y asi sucesivamente hasta obtener una dilucion 10°
(Figura 7).
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Muestra de agua f‘v.,

1mL 1 mL 1 mL

N NN

Numero de frasco

Interpretacion del crecimiento

en bact / mL 10! 10

e

1-10 10-100  100-1000 1000-10000
2

© 0

10° 10*

Figura 7. Método de diluciones seriadas para recuento en placa de colonias
(Fuente: Tortora et al., 2007).

B 4.2. Siembra de las diluciones en un medio sélido

Las diluciones que se obtienen en el proceso de dilucién pueden ser sembradas de dos
maneras:

a) Siembra por vertido en placa: Se coloca 1 ml de la dilucién en una placa Petri
estéril y se adiciona medio de cultivo estéril a una temperatura de 45°C, se
homogeniza bien haciendo movimientos de izquierda a derecha y de derecha a

b)

izquierda de la misma manera de arri

ba hacia abajo. Se incuba la placa para luego

hacer el recuento de colonias. Esta siembra requiere una dilucién adicional.

Siembra por extension: la siembra
se realiza con ayuda de una espatula
de Drigalski (Figura 8), se deposita
100 ul de dilucién en la placa Petri
con medio de cultivo y se siembra
con la espatula. Se incuba la placa
para luego hacer el recuento de
colonias. En esta siembra se
adiciona un factor de dilucion.

Figura 8. Siembra por extension.

_@—



Cuantificacion
= de Microorganismos

B 5.1. Determinacion del nimero
de células viables

Para determinar el nimero de células
viables se utilizan las placas Petri donde
crecieron las colonias de 30 a 300. A
partir de este nimero de colonias se
calcula el numero de unidades
formadoras de colonias (UFC), que es el
inverso de la dilucion (Figura 9).

El resultado se expresa en nimero de
unidades formadoras de colonia por ml o

Figura 9. Unidades Formadoras de Colonia en
por g (ufc/ml o ufc/g). diluciones (ufc) 102, 103, 10,

Numero de colonias por placa X Factor de dilucion*
UFC/g= ml de la muestra sembrada

*Factor de dilucién = Inversa de la dilucion.

B 5.2. Cuantificacion de bacterias con la cAmara de Petroff-Hauser

Este recuento es el mas utilizado en los laboratorios de microbiologia. Es un recuento
total de las células individuales de una poblaciéon microbiana presente en el medio de
cultivo a través de un microscopio con la camara de Petroff-Hauser.

Esta camara tiene una profundidad de 0,02 mm; un area de 1 mm?, dividida en un
reticulo de 25 cuadrados grandes. Cada cuadrado grande esta subdividido a su vez en
16 cuadrados pequenos (4 x 4), es decir que la muestra se distribuye en 400 celdillas
(16 x 25).

La ventaja de este método es que es econdmico y rapido de realizar.

La desventaja de este método es que no se distinguen las células viables de las
inviables.
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Protocolo 3:
® Partir de un medio de cultivo bacteriano.
® Hacer diluciones del cultivo bacteriano.

® Montar la diluciéon 10°® hasta que se tenga entre 3-8 células por cuadro
pequeno.

® Una vez dispensada entre el portaobjeto y el cubre objeto (Figura 10), dejar
reposar la muestra. En bacterias méviles, hay que inmovilizarlas previamente,
con una mezcla de alcohol y agua.

e Contar el nimero de células en L R
varias celdillas (normalmente en ! Fed 4
16, equivalentes a uno de los ' W 1 M
cuadros grandes). o Sililineae e

B |

® Registrar el nimero “n” de células l : = === e
observadas en las 16 celdillas. o5MM T : 4 : T |
Después, contar hasta 10 cuadros 284 v:‘_\%/ T "1"
grandes y realizar un promedio. I

Lligzum
® L:‘l densidad celular o nimero de Figura 10. Recuento microscopico directo con la
células/ml es: nx 1,25 x 106. camara de Pretoff Hauser

B 5.3. Cuantificacion de conidias de hongos con la camara de
Petroff-Hauser

® Para el conteo de conidias colocar
1 gramo del sustrato conteniendo
el hongo y a éste adicionar 9 ml de
agua destilada (10%).

® Hacer diluciones.

® Montar la dilucion 10° hasta
obtener entre 3 y 8 células por
cuadro pequeno (Figura 11).

® Aplicar la formula general: Nimero
de conidias/ml = Suma de los -
5C.S. x 5000 (C.S.= Cuadrados  Figura 11. Esporas de Trichoderma sp.
Secundarios 'y 50000 es
Constante).
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Analisis Cualitativo
= de Microorganismos

B 6.1. Tincion de Gram

Este tipo de tincion permite diferenciar las bacterias Gram negativas de las Gram
positivas y sirve para identificar géneros bacterianos.

Protocolo 4:
® Se trabaja con cultivos de 24 a 48 horas de siembra.

e Realizar una extensién con el asa de siembra esterilizada, para ello se toma una
pequena gota de cada uno de los cultivos y se extiende en un portaobjetos
limpio. Si el cultivo procede de un medio solido, se coloca una gota de agua en
el portaobjetos y se mezcla con una pequena porcion de la muestra hasta formar
una suspension homogénea, extendiéndola con el fin de obtener una fina
pelicula. Posteriormente, se deja secar al aire o en la parte alta de la llama del
mechero, pero no se debe eliminar el liquido calentando el portaobjetos a la
llama debido a que las células pueden distorsionarse.

® Fijar la muestra. La fijacién tiene como finalidad coagular el protoplasma de las
células y hacer que se adhieran al portaobjetos, siendo el calor el método mas
utilizado para la fijacion, aunque pueden utilizarse otros agentes, como el
alcohol (metanol) u otros compuestos quimicos. La fijacién con calor se
recomienda cuando se trabaja con muestras de un cultivo sélido; en muestras
obtenidas de un cultivo liquido es mejor hacer la fijacidon con metanol ya que se
retienen en el portaobjetos un mayor nimero de células.

Fijacion de la muestra. a) fijacion por calor. La fijacion por calor se realiza
pasando varias veces la preparacién seca a través de la llama de un mechero,
con la extension hacia arriba. El calor desnaturaliza las proteinas y suele matar
al microorganismo. b) fijaciéon con metanol.

e Tenir durante un minuto con la solucion cristal violeta. El cristal violeta penetra
en todas las células bacterianas (tanto Gram positivas como Gram negativas) y
las tifie de morado (Figuras 12 y 13).

® |avar el exceso de colorante con agua destilada.
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Cubrir la extension con una solucién diluida de lugol (yodo), que actuard como
mordiente, durante un minuto. El lugol entra en las células y forma un complejo
insoluble en solucién acuosa con el cristal violeta.

® |avar con agua el exceso de lugol.

® Para decolorar, agregar una mezcla de alcohol-acetona (solucién de 70% de
alcohol al 95% con 30% de acetona), cubriendo la preparacion y dejando actuar
durante 15 segundos. Este proceso se realiza varias veces hasta que el
decolorante es cristalino.

® |avar con agua abundante para eliminar el decolorante.

® Colorear con safranina durante un minuto. La safranina, es una coloracién de
contraste que se utiliza para poner de manifiesto las bacterias Gram negativas,
dando como resultado células de color rojo. En caso de haber presencia de
bacterias Gram positivas éstas no se ven afectadas por la safranina ya que se
mantienen tefiidas de morado.

® |avar con agua y dejar que la preparacién se seque.

® FExaminar las preparaciones al microscopio. Las bacterias Gram positivas (Figura
12) apareceran coloreadas de violeta, mientras que las Gram negativas se
observan de color rojo (Figura 13).

Figura 12. Bacterias Gram positivas. Figura 13. Bacterias Gram negativas.

B 6.2. Observacion al microscopio de actinomicetos y hongos
sobre cubre objeto

Los actinomicetos y los hongos pertenecen a dos grupos filogenéticos distintos, es
decir los procariotas (0 mas precisamente las bacterias) y los eucariotas,
respectivamente. No obstante, ambos tipos de organismos comparten un modo de
crecimiento filamentoso. Ademas, en ambos grupos se encuentran esporas que son
caracteristicas para la identificacion (Figura 14).
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Protocolo 5:

® Preparar en condiciones de esterilidad y con 24 horas de anticipacion placas
Petri conteniendo medio de cultivo LMA (anexo 1).

® En una Camara de Flujo Laminar con un asa estéril, transferir muestras con el
actinomiceto en varios puntos de la placa Petri.

® En cada punto de inoculacion colocar un cubre objeto estéril insertandolo con un
angulo de 45°.

® |ncubar las placas durante 72 horas a 30°C.

® Para la inspeccion microscopica, dispensar una gota de solucién de cristal
violeta en un portaobjeto, sobre esta gota, con la ayuda de una pinza colocar el
cubre objeto donde creci6 el actinomiceto (Figura 14).

® Nuevamente dispensar otra gota de cristal violeta encima del cubre objeto.

® Finalmente colocar un cubre objeto limpio encima del montaje, evitando la
formacién de burbujas.

Observar al microscopio con un aumento de 400X.

[ b
6_ ______

A B

Figura 14. A) Cultivo B) Tincion del cultivo. (a) Porta objeto; (b) Solucién de colorante;
(c) Cubre objeto con crecimiento bacteriano; (d) Cubre objeto limpio.
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Analisis Cuantitativo
= de la Microflora del Suelo

Se considera la poblacién total de bacterias y hongos del suelo aislados en un medio
especifico para cada uno, esto permitira finalmente establecer la diversidad que existe
de cada grupo en una muestra determinada.

B 7.1. Bacterias totales

El procedimiento empleado (APHA, 1998), se realiza para la estimacion de bacterias
mesdfilas en muestras de suelo, también se puede aplicar esta técnica para analizar
las poblaciones totales de bacterias en humus, bioles, compost y otros similares o
relacionados.

Protocolo 6:

Preparar con 24 horas de anticipacion todo en condiciones de esterilidad, placas Petri
con el medio de cultivo Tripteina Soya Agar (TSA) (Anexo 2), agua peptonada al 0,1%,
pipetas, tubos de ensayo, matraces de 100 ml y puntas de micropipetas.

® Pesar 10 g de suelo de la rizésfera.

® Bajo una camara de flujo, agregar a un matraz con 90 ml de agua peptonada
estéril al 0,1%. Agitar vigorosamente por dos minutos (diluciéon 10).

® Hacer diluciones hasta 10 en tubos de ensayo con 9 ml de agua peptonada y
1 ml de la dilucién anterior.

® Sembrar 1 ml de cada dilucién en
las placas con medio TSA
incubarlas por 48 horas a 37°C.

® |dentificar debidamente todas las
placas

® Cuantificar las colonias en placas
Petri que contengan entre 30 -
300 colonias (Figura 15).

® Expresar los resultados en UFC/g
de suelo seco. Figura 15. Colonias de bacterias totales.
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B 7.2. Hongos totales

Esta metodologia permite conocer la cantidad total de hongos de manera individual en
las muestras de suelo, considerando que la microflora es sensible a ligeros cambios
del ambiente del suelo (Rosales et al., 2008). Se aplica la metodologia recomendada
por Merck (1994).

Protocolo 7:

® Preparar con 24 horas de anticipacion todo el material en condiciones de
esterilidad, placas Petri con el medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA), agua
peptonada al 0,1%, pipetas, tubos de ensayo, matraces de 100 ml y puntas de
micropipetas.

® Pesar 10 g de suelo proveniente de la rizésfera.

® En la camara de flujo laminar, agregar el suelo a un matraz conteniendo 90 ml
de agua peptonada estéril al 0,1% (dilucion 101). Agitar vigorosamente por dos
minutos.

e Hacer diluciones hasta 10 en tubos de ensayo con 9 ml de agua peptonada y
1ml de la diluciéon anterior.

® Sembrar 1 ml de cada diluciéon en las placas con medio PDA (Anexo 3) e
incubarlas a 37°C por 48 horas.

® |dentificar las placas.

® |a cuantificacién se debe realizar en la placa que contenga de 30 a 300 colonias
(Figura 16).

Expresar los resultados en UFC/g de suelo seco.

Figura 16. Hongos totales.

E—



Poblaciones Microbianas
= por su Habitat en la Planta

B 3.1. Microorganismos de la rizésfera

Protocolo 8:

® Preparar con 24 horas de anticipacion todo el material en condiciones de
esterilidad: placas Petri con medio de cultivo Plate Count (Anexo 4), agua
peptonada al 0,1%, pipetas, tubos de ensayo, matraces de 100 mly puntas de
micropipetas.

® Pesar 10 g de rizosfera.

® Agregar la muestra a un matraz con 90 ml de agua peptonada estéril al 0,1 %.
Agitar vigorosamente por dos minutos (dilucion 10!). Realizar esta accién dentro
de una cdmara de flujo laminar.

e Hacer diluciones hasta 10 en tubos de ensayo con 9 ml de agua peptonada y
1 ml de la dilucién anterior.

e Sembrar 1 ml de cada dilucion en las placas con medio Plate Count e incubarlas
a 37°C por 48 horas.

® |dentificar las placas.

® Hacer el recuento de colonias en placas que contengan de 30 a 300 colonias
(Figura 17).

® Expresar los resultados en UFC/g de suelo seco.

Figura 17. Colonias bacterianas aisladas de la rizésfera.
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B 8.2. Microorganismos del rizoplano

Protocolo 9:

® Preparar con 24 horas de anticipacion todo el material en condiciones de
Esterilidad: placas Petri con medio de cultivo TSA (Anexo 2), agua peptonada al
0,1%, pipetas, tubos de ensayo, matraces de 100 ml y puntas de micropipetas.

® Pesar 10 g de raices.

® Dentro de una camara de flujo laminar,
agregar las raices a un matraz con 90 ml de
agua peptonada estéril al 0,1% agitar
gentilmente con la mano 3 a 4 veces.

® En otro matraz recuperar las raices vy
adicionar 90 ml de agua peptonada estéril
con 4 g de perlas de vidrio estériles
(diametro 2 mm) y agitar en agitador orbital
por 20 min.

® Hacer diluciones hasta 10® en tubos de
ensayo con 9 ml de agua peptonada y 1ml
de la dilucion anterior.

e Sembrar 1 ml de cada dilucién en las
placas con medio TSA e incubarlas a 37°C
por 48 horas.

e |dentificar debidamente todas las placas.

® Hacer el recuento de colonias en placas
que contengan entre 30 - 300 colonias
(Figura 18).

® Expresar los resultados en UFC/g de suelo

Figura 18. Bacterias aisladas
Seco. del Rizoplano.

B 8.3. Microorganismos endéfitos

Los microorganismos endofitos comprenden a los hongos y bacterias que viven en el
interior de células o tejidos de plantas superiores, sin causar dafio (Quispel, 1992).
En general, los microorganismos endofitos pueden localizarse en espacios
intracelulares, intercelulares o en el tejido vascular (Reinhold-Hurek et a/, 1998).
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Protocolo 10:

® Preparar con 24 horas de anticipacién todo el material en condiciones de
esterilidad: placas Petri con medio de cultivo TSA (Anexo 2), solucion salina al
0,85%, pipetas, tubos de ensayo, matraces de 100 y 250 ml y puntas de
micropipetas.

® |avar el material vegetal fresco con agua de grifo para quitar cualquier suciedad
suelo adherido.

e Pesar 10 g de material vegetal sea éste de la parte aérea, raiz o semilla (Figura
19).

® (Cortar el material en segmentos de 5-8 cm luego colocarlo en un matraz estéril
de 250 ml. Trabajar dentro de una camara de flujo laminar.

e Agregar 90 ml de solucion salina para lavar y quitar cualquier resto que no sea
material vegetal.

® Desinfestar la superficie con etanol al 70% por un minuto en agitacion y
posteriormente enjuagar con agua destilada estéril.

e Realizar una segunda desinfestacién con Hipoclorito de Sodio al 1,3% y dejar en
agitacion por 15 minutos (Figura 20).

® Realizar 4 a 6 enjuagues con agua destilada estéril hasta que se pierda el olor a
Hipoclorito.

® Colocar el material en un mortero estéril y macerar con la solucion salina.
® Recuperar el material en un matraz estéril de 250 ml.

® Adicionar 60 ml de solucién salina.

® Hacer diluciones seriadas.

Figura 19. Bacterias aisladas del Rizoplano. Figura 20. Esterilizacion superficial de raices un
otros tejidos.
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® Sembrar en el medio de cultivo TSA.
® |ncubar de 24-72 horas a 28°C.
® Expresar los resultados en UFC/g de material vegetal (Figuras 21, 22 y 23)

Figura 21. Bacterias enddfitas de hoja,
tallo y raiz.

Figura 22. Trichoderma spp. enddfito. Figura 23. Bacterias enddfitas de
semillas de cebada.

B 8.4. Bacterias aerobias mesofilas

El procedimiento empleado APHA (1998), se realiza para la estimacion de bacterias
mesofilas en muestras de suelo, humus, bioles, compost y otros relacionados.
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Al grupo de organismos mesofilicos aerdbicos pertenecen una gran variedad de
microorganismos, estan incluidos todos aquellos microorganismos capaces de
desarrollarse entre 20 y 37°C, que son los extremos de las temperaturas a las cuales
suele realizarse este recuento.

Protocolo 11:

® Preparar 24 horas de anticipacion todo el material en condiciones de esterilidad:
placas Petri con el medio de cultivo Plate Count (Anexo 4), solucién salina al
0,85%, pipetas, tubos de ensayo, matraces de 100 ml y puntas de
micropipetas.

® Pesar 10 g de la muestra suelo, humus, bioles, compost y otros relacionados.

® Dentro de una camara de flujo laminar poner los 10 g de suelo en un matraz con
90 ml de solucién salina al 0,85%. Agitar vigorosamente por 2 minutos.

e Tomar 1 ml de la suspensién y transferir a un tubo con 9 ml de solucién salina
al 0,85% vy llegar a la dilucién 10,

e Con la ayuda de una espatula de
Drigalsky sembrar 100 ul de las
diluciones dos por dilucién en las placas
que contienen el medio Plate Count.

® |ncubar a 28°C por 48 horas.

® Hacer el recuento de colonias en placas
que contengan entre 30 - 300 colonias.

® Expresar los resultados en UFC/g de
suelo seco (Figura 24).

Figura 24. Bacterias aerobias mesofilas.

B 8.5. Bacterias anaerobias mesofilas

Merck (1994), recomienda la siguiente metodologia para el recuento de bacterias
anaerobias mesofilas, son bacterias que crecen en una temperatura promedio entre
25-37°C y en ausencia de oxigeno. Se encuentran en suelos inundados o con alta
humedad.

Protocolo 12:

® Preparar con 24 horas de anticipacién todo el material en condiciones de
esterilidad: placas Petri con el medio de cultivo Agar Triptona Sulfito Neomicina
(TSN) (Anexo 5), solucién salina al 0,85%, pipetas, tubos de ensayo, matraces
de 100 ml y puntas de micropipetas.
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® Pesar 10 g de suelo que esté en condiciones de anaerobiosis.

® Dentro una camara de flujo laminar poner 10 g de suelo en un matraz con 90
ml de solucién salina al 0,85%. Agitar vigorosamente por 2 minutos.

e Tomar 1 ml de la suspensién y transferir a un tubo con 9 ml de solucién salina
al 0,85%, hacer una dilucion para llegar a 1073.

® (Con la ayuda de una espatula de Drigalsky sembrar 100 ul de las diluciones dos
por dilucién en las placas con el medio TSN.

® Dejar solidificar. Invertir las placas
e introducirlas en una cubeta de
anaerobiosis.

® |[ncubar a 35°C por 24 horas.

® Hacer el recuento de colonias en
placas que contengan entre 30 -
300 colonias.

® Expresar los resultados en UFC/g
de suelo seco (Figura 25).

Figura 25. Bacterias anaerobias mesofilas.

B 8.6. Bacterias heterétrofas

Pour plate method (9215B), es un procedimiento del Standard Methods (2000), para
la estimacién del nimero de bacterias heterotréficas viables en agua.

Las bacterias heterétrofas obtienen el diéxido de carbono de sustancias organicas
como carbohidratos y proteinas. La mayoria de las bacterias son heterétrofas y
muchas se encuentran en la naturaleza y hasta en el agua potable, jugando un papel
vital en el reciclaje natural de sustancias.

Protocolo 13:

® Se debera preparar con 24 horas de anticipacion todo en condiciones de
esterilidad, placas Petri con el medio de cultivo Plate Count (Anexo 4), solucion
salina al 0,85%, pipetas, tubos de ensayo, matraces de 100 ml y puntas de
micropipetas.

® Medir 10 ml de muestra de agua.

® (Centro una camara de flujo laminar, colocar 10 ml de muestra en un matraz con
90 ml de agua peptonada. Homogenizar.

e Tomar 1 ml de la suspensién y transferir a un tubo con 9 ml de solucién salina
al 0,85% vy llegar a la dilucién 10°.
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Con la ayuda de una espéatula de
Drigalsky sembrar 100 ul de las
diluciones dos por dilucién en las
placas conteniendo el medio de
cultivo.

Incubar a 35°C por 48 horas.

Contar las colonias en las placas
que contengan entre 30 - 300
colonias.

Expresar los resultados en UFC/ml
(Figura 26).

Figura 26. Bacterias Heterotrofas.




Otras Poblaciones del Suelo:
= Actinomicetos y Levaduras

B 9.1. Actinomicetos

Los actinomicetos son un grupo heterogéneo de bacterias filamentosas parecidas
superficialmente a los hongos. El crecimiento caracteristico es un micelio ramificado
que tiende a fragmentarse en elementos bacterianos. Muchos actinomicetos llevan
vida libre, particularmente en el suelo.

Se nutren de compuestos organicos (heterdtrofos) estando ampliamente distribuidos
no solamente en la cubierta edéafica, aunque también alcanzan el horizonte C, sus
conidios, pueden alcanzar profundidades mayores que las bacterias, por lavado o por
accioén de riegos intensivos. Logicamente abundan sobre los materiales organicos que
aporta la naturaleza o el hombre a su superficie, al ser capaces de descomponer una
gran cantidad de substratos carbonados. Es de especial interés su habilidad para
degradar compuestos altamente recalcitrantes tales como quitina, celulosa y
hemicelulosa, en condiciones de pH del medio particularmente alcalinas, 1o que hace
que los actinomicetos sean ademaés de especializados, muy activos en nuestro ambito
de suelos mediterraneos.

Se proponen dos métodos para el aislamiento de actinomicetos, los mismos que son
de aplicacién sencilla y permiten la seleccién de estos microorganismos con base a su
capacidad metabdlica o a su propiedad fisica de crecimiento filamentoso.

Protocolo 14 a):
- Medio de Glicerina-Asparaginato de Conn

® Preparar con 24 horas de anticipacion el
medio de cultivo de Conn (Anexo 6) con
cicloheximida, esterilizar y dispensar en
placas Petri en una cémara de flujo
laminar

® Pesar 10 g de suelo y realizar diluciones
hasta 10°.

e Sembrar con la ayuda de una espatula de _
Drigralski 0,1 ml de estas diluciones en Figura 27. Colonias de actinomicetos.
medio Conn.
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® |Incubar a 30°C durante 72-96 horas (Figura 27).

Nota: Si no se cuenta con el medio Conn este puede ser reemplazado con el medio para
aislamiento de actinomicetos (ADA) (no disponible en este documento) o el medio
Arginina Reducida-Almidon-Sales (ARAS) (no disponible en este documento).

Protocolo 14 b):
- Aislamiento de actinomicetos utilizando la separacion por filtro

® Preparar con 24 horas de anticipacion el medio Levadura Manitol Agar (LMA)
(Anexo 1) esterilizar y dispensar en placas Petri en condiciones asépticas.

® Preparar filtros de nitrocelulosa (Milipore, diametro 90 mm; porosidad 0,22 o
0,45 um), humectar la membrana con agua destilada y esterilizarlos.

® Pesar 10 g de suelo y realizar diluciones hasta la 105.
® En la superficie de un medio LMA, colocar un filtro Millipore estéril.
® Dispensar 0,1 ml de las diluciones en cada filtro Millipore.

® Con la ayuda de una espatula de Drigalsky distribuir la suspension celular
teniendo cuidado de no distribuirla ni al borde ni al interior del filtro.

® |ncubar a 30°C durante 96 horas.
® Quitar el filtro, utilizando pinzas estériles.

® |ncubar el cultivo sin filtro a 30°C durante 72 horas.

B O.2. Levaduras del suelo

Las levaduras son hongos unicelulares, cuya presencia en los suelos queda poco
estudiada. Se sabe que varias levaduras ascomicetas y basidiomicetas existen en el
suelo, pero se estima que sus poblaciones son bastante escasas. Los géneros
Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Debaryomyces, Cryptococcus  y
Blastomyces, entre otros, se encuentran en los suelos.

La mayoria de las levaduras del suelo son sapréfitas, es decir que contribuyen a la
mineralizacion de los residuos organicos. Varios grupos de levaduras son encontrados
en la rizésfera, mientras que otros colonizan la superficie o el interior de la roca y
contribuyen a su meteorizacion.

Estos microorganismos sintetizan sustancias antimicrobiales y Utiles para el
crecimiento de las plantas a partir de aminoéacidos y azlicares secretados por bacterias
fototrdpicas, materia organica y raices de las plantas.

Las sustancias bioactivas, como hormonas y enzimas, producidas por las levaduras,
promueven la division celular activa. Sus secreciones son sustratos Utiles para
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Microorganismos Eficaces como bacterias acido lacticas y actinomicetos. A veces
suelen estar unidos entre si formando cadenas, producen enzimas capaces de
descomponer diversos sustratos, principalmente los azlcares.

Las levaduras son hongos que tienen la capacidad de crecer en los medios utilizados
para el cultivo selectivo de hongos del suelo. Por eso, a menudo resulta dificil utilizar
medios de cultivo que permitan sélo el crecimiento de levaduras. Aqui se propone el
uso de un medio con pH acido para inhibir las bacterias y con propionato de sodio
para tratar de reducir la velocidad de crecimiento de los hongos.

Protocolo 15:

Preparar con 24 horas de anticipacion el medio Levadura Manitol Agar (LMA)
(anexo 1) acidificado y un medio Cloranfenicol-Rosa de Bengala (anexo 18),
esterilizarlo y dispensarlo en placas Petri en condiciones de esterilidad.

® Pesar 10 g de suelo y realizar
diluciones hasta la dilucién 10°.

® Sembrar con la ayuda de una
espatula de Drigralski 0,1 ml por
duplicado de cada dilucién en
ambos medios.

® |[ncubar a 28°C durante 10 dias.
Teniendo cuidado de conservar en

obscuridad el medio Rosa Bengala
(Figura 28).

Figura 28. Levaduras observadas al microscopio.




Hongos del Suelo Simbiontes
= y Promotores de Crecimiento:
Micorrizas (Ma) y Trichoderma sp.

B 10.1. Micorrizas Arbusculares (MA)

Las micorrizas arbusculares se encuentran asociadas a las raices la mayoria de las
plantas terrestres, tanto cultivadas como silvestres, y cierto tipo de hongos. Rivera
(2003), indica que las micorrizas son microorganismos que mejoran la nutricién de la
planta, aumentan la superficie de absorcién de agua y la capacidad para obtener
nutrientes.

10.1.1. Método para procesar muestras de raices

Para la observacion de micorrizas se realizan los siguientes pasos (Sanchez et al.,
2009):
Protocolo 16:

® |lavar las muestras de raiz con agua de grifo.

e (Cortarlas y colocarlas en tubos de ensayo.

® Afadir una solucion de KOH al 10% hasta cubrir todas las raices.

® C(Calentarlas en estufa a 90°C durante 10 minutos.

® |avar con bastante agua de grifo.

e Adicionar la solucion de tinta al 5% en vinagre a las raices en los tubos de
ensayo, nuevamente teniendo cuidado de cubrir toda la superficie de las raices.

® |levar a bafo Maria a 90°C por espacio de 15 minutos.
® Reposar por el lapso de 20 minutos.
® |avar con abundante agua de grifo.

e (Cortar las raices mas finas en segmentos de aproximadamente un centimetro de
longitud

® (Colocar 20 segmentos sobre un portaobjeto con una gota de agua y cubrir con
otra placa de vidrio (Figura 29-30).

® Observar al estereoscopio con el objetivo 40X, hacer las lecturas dividiendo los
segmentos de un centimetro en tres en sentido horizontal (Figura 31).
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Figura 30. Raices tefidas para la diferenciacién de micelio
interno de micorrizas.

Figura 29. Montaje de raices tefiidas
para cuantificar la colonizacién por
hifas de micorrizas.

Figura 31. Micelio externo de micorrizas asociadas a la raiz.

La determinacion de la frecuencia de colonizacion de las micorrizas (MA) se realiza
con la siguiente formula:

Numero de segmentos colonizados
%FMA = x 100
Nimero de segmentos totales observados

Donde: %FMA = Frecuencia de Micorrizas Arbusculares.

10.1.2. Método para la extraccion de esporas del suelo (Sanchez et al., 2009).

Protocolo 17:
® Pesar 20 g de suelo en duplicado.
® Pasar por un tamiz de 2 mm.

® Dejar secar una de las muestras de suelo por 48 horas en una mufla con el fin
de estimar la humedad del suelo.
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® |a otra muestra, lavar con abundante agua de grifo con la ayuda de tamices
superpuestos, de 450 um, 120 umy 40 um (Figura 32).

e Con ayuda de una piseta, recoger cuidadosamente el material que queda sobre
el tamiz de 40 um, en tubos Falcon para centrifuga de 50 ml.

® El volumen del tubo con muestra y agua no debe sobrepasar los 30 ml.

® Enrazar los tubos a 45 ml con solucion de sacarosa al 70%.

® Agitar cada tubo con ayuda de una espatula de punta fina.

e Centrifugar con angulo libre a
3200 rpm por 6 minutos. Esto
para la separacién en tres fases:
agua - sacarosa - suelo.

® Filtrar el sobrenandate con papel
filtro comun y lavar
cuidadosamente con una piseta.

e Colocar en una caja Petri
cuadriculada.

® Realizar el conteo de esporas con

la ayuda de un estereoscopio  Figura 32. Aislamiento de esporas de micorrizas
(Figura 33). de muestras de suelo.

Figura 33. Esporas vistas con la ayuda de un estereoscopio (10x).

Normalmente el conteo se expresa en nimero de esporas de HMA/100 gramos de
suelo seco (Sieverding, 1984). La formula que se emplea es la siguiente:

) Esporas contadas i
Numero de esporas = x 100

Peso muestra + f

Donde Peso muestra = peso de la muestra de donde se extrajeron las esporas;
Pi = Peso inicial de la muestra usada para determinar humedad;
P/ = Peso final de la muestra usada para determinar humedad.
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B 10.2. Trichoderma sp.

Trichoderma es un hongo promotor de crecimiento de plantas y antagonista de
patégenos de suelo, actla como organismo benéfico, impidiendo el desarrollo de
hongos que causan enfermedades en las plantas. Este hongo anaerobio se encuentra
naturalmente en el suelo y se caracteriza por no tener un estado sexual determinado.
Generalmente se ubica en sitios que contienen materia organica o desechos vegetales
en descomposicion, como residuos de cultivos. Su importancia radica principalmente
en que ataca, parasita y desplaza hongos patogénicos que producen enfermedades en
las plantas (Moore, 1996).

10.2.1. Aislamiento de Trichoderma sp. con trampas de arroz
El protocolo utilizado es el propuesto por Pérez Consuegra (2004).

Protocolo 18:
® Colectar suelos de diferentes localidades (1 kg por muestra).

e Desinfectar el arroz comdn con hipoclorito al 1,5% dejandolo remojar por una
hora.

® Enjuagar con abundante agua de grifo.
Escurrir y embolsar el arroz.

® autoclavar por 30 minutos.
® Para su conservacion refrigerar a 4°C.

® Autoclavar/esterilizar envases de plastico
con tapas cortadas, para poder colocar
una gasa y hacer de estos envases la
trampa para Trichoderma sp. (Figura 34).

Figura 34.Trampas con arroz estéril para

® En condiciones de esterilidad en Camara ;
la captura de Trichoderma.

de Flujo vaciar el arroz en los envases
trampa.

® Colocar las muestras de suelo en bolsas
plasticas y éstas a su vez en bandejas (el
suelo debera estar a capacidad de campo)
(Figura 35).

® A temperatura ambiente colocar las
trampas con la gasa en contacto con la
muestra de suelo.

® Observar diariamente para ver el

desarrollo de Trichoderma sp. sobre la  Figura 35. Trampas para capturar
Trichoderma de muestra de

gasa. suelo.
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® Seleccionar las colonias de color verde, realizar montajes y observalos al
microscopio para determinar si se trata de Trichoderma sp.

® Dentro una camara de flujo laminar sembrar los aislados de Trichoderma sp. en
medio PDA (Anexo 3) para su purificacion y aislamiento.

10.2.2. Aislamiento de Trichoderma sp. en ambiente controlado

Protocolo 19 a):

e Desinfectar arroz comuin con hipoclorito al 1,5% dejandolo remojar por una
hora.

Enjuagar con abundante agua de grifo. Escurrir y embolsar el arroz.
Autoclavar por 30 minutos.

Para su conservacion refrigerar a 4°C.

Autoclavar/esterilizar envases de plastico 17x17 cm con tapas herméticas.

En condiciones de esterilidad en cdmara de flujo colocar una capa de sustrato en
la base de los envases, sobre éste colocar la gasa estéril y una capa de arroz
estéril.

® |ncubara 27°C.
® Observar diariamente para ver el desarrollo de Trichoderma sp. sobre la gasa.

® Seleccionar las colonias de color verde montar al microscopio para determinar si
es Trichoderma sp.

® Dentro una camara de flujo laminar sembrar los aislados de Trichoderma sp. en
medio PDA para su purificacion y aislamiento.

® |ncubar a 27°C.

® |as cepas puras conservarlas en tubos con PDA (Anexo 3) inclinado a 4°C.

Protocolo 19 b):

® Desinfectar arroz comin con hipoclorito al 1,5% dejandolo remojar por una
hora.

Enjuagar con abundante agua de grifo. Escurrir y embolsar el arroz.
Autoclavar por 30 minutos.

Para su conservacion refrigerar a 4°C.

Autoclavar/esterilizar envases de plastico 17x17 cm con tapas herméticas.
Escoger de cada una de las muestras la mayor cantidad de raices posible.
Lavarlas con agua de grifo.

En camara de flujo laminar esterilizarlas con alcohol al 70% por 1 min.
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® En vasos de precipitado estériles colocar las raices y desinfectarlas con
hipoclorito de sodio al 1,3% por 15 min en agitacion.

® Enjuagar las raices con agua destilada estéril hasta que pierda el olor a
hipoclorito.

® Vaciar el arroz en los envases de plastico y sobre éste disponer las raices
desinfectadas con la ayuda de una pinza estéril (Figura 36).

® |ncubar a 27°C de 5 a 7 dias haciendo observaciones diarias.

® Seleccionar las colonias de color verde montar al microscopio para determinar si
se trata de Trichoderma sp. (Figura 37).

e Dentro una cdmara de flujo laminar sembrar los aislados de Trichoderma sp. en
medio PDA para su purificacion y aislamiento (Figura 38).

® |ncubar a 27°C.

® | as cepas puras conservarlas en tubos con PDA (Anexo 3) inclinado a 4°C.

Figura 36. Proceso de introduccién de raices desinfectas en arroz estéril dentro de los envases asépticos.

Figura 37. Estructuras
de Trichoderma spp.
visto al microscopio
(100x).

Figura 38. Procedimiento de purificacion de Trichoderma sp.
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I 10.3. Otros hongos benéficos del suelo: Beauveria

Beauveria es un hongo deuteromiceto que crece de forma natural en los suelos de
todo el mundo. Su poder entomopatogeno le hace capaz de parasitar a insectos de
diferentes especies, causando la conocida enfermedad blanca de la muscardina.
Pertenece a los hongos entomopatégenos y actualmente es utilizado como insecticida
biolégico o bioplaguicida controlando un gran nimero de parasitos de las plantas
como son las orugas, las termitas, las moscas blancas, los afidos, los escarabajos o
los tisandpteros

B. bassiana es parasito facultativo, el cual posee conidias que constituyen la unidad
infectiva del hongo. El proceso infectivo que lleva al insecto atacado por el hongo a
morir se cumple en tres fases: 1) Fase de adhesiéon y germinacién de la espora en la
cuticula del insecto. 2) Penetracion dentro el hemocele de hifas al cuerpo del
hospedero dura de 3 a 4 dias. La penetracion del hongo al hospedante ocurre a través
de la cuticula o por via oral. Cuando la penetracién se da por la cuticula intervienen
lipasas, quitinasas y proteasas. El tubo germinativo de la conidia invade directamente,
produciendo apresorios que penetran la epicuticula, dando lugar a cuerpos hifales, los
cuales se desarrollan en el hemocelo y circulan en la hemolinfa (Castillo, 2001). 3)
Desarrollo del hongo que resulta en la muerte del insecto.

10.3.1. Aislamiento de Beauveria bassiana de gorgojos parasitados

Material bioldgico
® Poblacion del gorgojo del maiz (Sitophillus zeamais).

® Muestras recolectadas en campo de insectos con sintomas de contaminacién
con B. bassiana (Figura 39).

Figura 39. Insectos parasitados por B. bassiana.
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Protocolo 20:

® En camara de flujo laminar y en condiciones estériles, remojar el insecto en
hipoclorito de sodio al 0,5% durante 5 minutos.

® Enjuagar tres veces con agua destilada estéril.
® (Colocar papel de filtro en una caja Petri y agregar agua destilada .

® Poner un porta objetos en el medio y sobre éste el insecto ya desinfestado
(Figura 40).

® Incubar durante 7 dias a temperatura ambiente.

® Observar el crecimiento del hongo.

Figura 40. Camara himeda conteniendo insectos parasitados.

10.3.2. Siembra de aislados de Beauveria bassiana

Protocolo 21:

Preparar con 24 horas de anticipacion el medio PDA (Anexo 3) esterilizarlo y
dispensarlo en placas Petri en condiciones de esterilidad.

® En condiciones asépticas dentro una camara de flujo laminar, dispensar en
tubos eppendorf 500 ul de agua destilada con Tween 0,2%.

® (Con una aguja de metal, tomar una pequena cantidad del aislado y verter en el
tubo de eppendorf. Para cada aislado, flamear la aguja de metal para no
contaminar.

® Agitar en Vortex.

® Sembrar con 100 ul de solucién con la ayuda de una espatula de Drigalski.
e (Cerrary sellar la caja Petri con parafilm.

® |dentificar.

® |ncubar a 20°C por espacio de una semana.
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10.3.3. Purificacion de los aislados de Beauveria sp.

Protocolo 22:

® Después de cinco dias revisar los aislados sembrados. Descartar los que no se
activan y purificar los activados (Figura 42).

® Preparar con 24 horas de anticipacion el medio PDA (Anexo 3), esterilizarlo y
dispensarlo en placas Petri en condiciones de esterilidad.

® En condiciones de asepsia dentro una camara de flujo laminar purificar los
aislados. Existen dos métodos para hacerlo segln la disposicion del aislado en la
placa Petri. El primero, consiste en raspar con mucho cuidado las hifas con un
asa, pasandolas directamente en cajas Petri con PDA. El segundo, consiste en
cortar pedacitos de hongo con la ayuda de un bisturi y pasarlos luego a un nuevo
medio.

® FEste procedimiento se realiza cada 3-5 dias, en 6 oportunidades hasta la
completa purificacion del hongo (Figura 41).

Figura 41. (A) Aislamiento de Beauveria (B) Beauveria purificada.

10.3.4. Técnica para la identificacion de Beauveria bassiana

Para el estudio de los hongos entomopatégenos necesariamente se debe realizar una
correcta identificacion de la especie con la que se esta trabajando.

Esta caracterizacion se basa en la descripcion de la colonia (macroscépica) asi como
de las estructuras del hongo (microscépica).
Protocolo 23:
® Contar con el hongo purificado libre de todo contaminante.
® En un porta objetos colocar una gota de azul de algodén.

® Tocar levemente la superficie de una colonia en desarrollo con una cinta
adhesiva transparente y pegarla sobre la gota de ‘azul de algodén’.
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® (bservar al microscopio.

e (lasificar de acuerdo a las caracteristicas morfolégicas con la ayuda de
descriptores disponibles en la literatura cientifica.

10.3.5. Multiplicacion masiva de Beauveria bassiana

Protocolo 24:
® Remojar arroz en agua con hipoclorito de sodio al 1,5% durante 12 horas.
® Dispensar en bolsas de polipropileno.
® Autoclavar por 15 mina 121°C.

e Sembrar el hongo cortando 3 porciones de 0,5 cm del aislado en medio sélido,
dispersar mecanicamente realizando una buena mezcla.

® |Incubar a 20°C por una semana (Figura 42).

Figura 42. Desarrollo del hongo sobre arroz.




1 1 Bacterias del Suelo:
= Simbiontes y Promotoras
de Crecimiento

B 11.1. Rizobias

La fijacion bioldgica de Nitrogeno es la conversidon enzimatica de Nitrégeno gaseoso a
Amonio (NH,); es una caracteristica exclusiva de procariontes y se encuentra
distribuida en muchos géneros de bacterias (Young, 1992). Ademés de las bacterias
fijadoras de Nitrégeno en vida libre, existen bacterias del suelo que se asocian a
plantas, en particular, un grupo de éstas (de los géneros Rhizobium y otros
relacionados) se asocian a leguminosas (Martinez & Hernandez, 1999).

Protocolo 25:

® Preparar con 24 horas de anticipacion el medio de cultivo agar levadura manitol
agar con rojo congo (LMA-RC) (Anexo 1) esterilizar y dispensar en placas Petri
en condiciones de esterilidad.

e Seleccionar raices que contengan nédulos de buen tamafo (mayores a 3 mm)
teniendo cuidado de descartar los tejidos oscuro o necrosados (Figura 43).

e |lavar las raices con agua de grifo para eliminar toda la tierra posible.

® Dentro una camara de flujo laminar desinfestar los nédulos con alcohol al 70%
por 1 minuto en un recipiente estéril (Figura 44).

Figura 43. Rizobias en raices. Figura 44. Aislamiento de rizobias a partir de
noédulos radiculares.
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® Pasar los nddulos a otro recipiente estéril con hipoclorito de sodio al 1,3%
e Agitar por 15 min.

e FEnjuagar los nddulos con agua destilada estéril hasta que se pierda el olor a
hipoclorito mas o menos 6 veces.

e Disponer los nddulos en placas Petri estériles y agregar una gota de agua
destilada estéril a cada uno.

e (Con una bagueta (una por cada noédulo) proceder a la maceracién del nodulo.
® Sembrar el macerado en placas Petri con medio LMA-RC por estrias paralelas.

® |Incubar las placas a 28°C por 3 - 10 dias (Segin sea Rhizobium sp. o
Bradyrhizobium sp.).

® Realizar un seguimiento a las placas para elegir las colonias de las posibles
rizobias. Las placas elegidas deberan ser re-aisladas 2 a 3 veces en placas Petri
para luego, cuando éstas presenten un crecimiento homogéneo, almacenarlas en
tubos de ensayo con medio LMA.

B 11.2. Bacillus sp.

Bacillus es un género de bacterias Gram positivas en forma de baston. El género
Bacillus pertenece a la Division Firmicutes. Son aerobios estrictos o anaerobios
facultativos. En condiciones estresantes forman una endospora de situaciéon central,
gue no deforma la estructura de la célula a diferencia de las endoesporas clostridiales.
Dicha forma esporulada es resistente a las temperaturas altas.

Para este ensayo se aplica la metodologia APHA (1975) y Merck (1994).

Protocolo 26:

® Preparar con 24 horas de anticipacion el medio Agar Glucosa Triptona Extracto
de carne (TGE) (Anexo 7), esterilizar y dispensar en placas Petri dentro una
camara de flujo laminar.

® Pesar 10 g de suelo.

® Por las caracteristicas que presenta el género Bacillus la manera mas practica
de realizar el aislamiento de éstos es hacer un tratamiento térmico que consiste
en calentar la dilucion (101) por 15 minutos en bafo Maria a 80°C. Quedaran
sblo las esporas bacterianas.

e Realizar diluciones hasta obtener una concentracion 10°.

® Con la ayuda de una espatula Drigalski sembrar en las placas Petri 0,1 ml de
las diluciones (10?) hasta (109).
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® |ncubar a 28°C por 48 horas (Figura 45).

® Hacer una tincién de Gram y confirmar que sean Gram positivos. Paralelamente
sembrar, por estria, hasta obtener cultivos puros.

Caracterizacion de la colonia de Bacillus subtilis

Las colonias del género B. subtilis se caracterizan por ser blanquecinas mucosas o
secas, con bordes irregulares (Figura 45). Algunas colonias se presentan mas
compactas y otras mas dispersas, dado que el microorganismo es motil y pueden
hallarse colonias muy invasivas. Son bacterias Gram positivas por lo que una tincién
es muy Util para su identificacion, se observan bastones largos y bien coloreados. Es
un microorganismo que se caracteriza principalmente por la formacién de endosporas
que son estructuras de resistencia.

Bacillus subtilis es un microorganismo autéctono del suelo, que a diferencia de
Escherichia coli, prospera en la naturaleza, donde se encuentra ampliamente
distribuido en diversos habitats, debido a que forma endosporas, permitiéndole un
amplio rango de temperaturas, la capacidad de moverse, tener altas velocidades de
crecimiento, producir enzimas hidroliticas extracelulares y una variedad de
antibidticos.

Es una de las 40 especies reconocidas del género Bacillus, su identificacion es
sencilla: forma esporas termoresistentes, es catalasa y Voges-Proskauer positivo
(Anexo 14), su crecimiento en agar anaerébico (agar nutritivo) es negativo y la
hidrolisis del almidon es positiva (Slepecky y Hemphill, 1992).

Figura 45. Colonias caracteristicas de Bacillus spp.
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1 2 Funciones
= de los Microorganismos

en el Suelo

B 12.1. Fijacion de Nitrégeno en el suelo

La fijacion de Nitrogeno es la utilizacion de N, (forma gaseosa) como fuente de
Nitrogeno. Solamente algunos microorganismos (aérobicos y otros anaerdbicos) tienen
la capacidad de fijar Nitrogeno. Algunas bacterias fijadoras de Nitrogeno son de vida
libre, es decir que no requieren una planta huésped para llevar a cabo este proceso,
al contrario de las bacterias fijadoras de Nitrogeno simbidticas, que sélo pueden llevar
a cabo este proceso en asociacion con algunas plantas a través del proceso de
simbiosis.

Entre las bacterias capaces de fijar Nitrégeno de vida libre se encuentran:
Azotobacter, Azomonas, Beijerinckia, Derxia, Klebsiella, Bacillus polymyxa,
Azospirillum  lipoferum,  Herbaspirillum,  Azoarcus, 'y Gluconacetobacter
diazotroficus. Para el aislamiento de estas bacterias, se utiliza el medio de Rennie
(Anexo 8). Este medio tiene la caracteristica de contener poco Nitrégeno de manera
que las bacterias que se desarrollan bajo este medio tienen la capacidad de reducir el
Nitrogeno gaseoso (N,) para producir Amonio (NH,,), que después sirve para la
biosintesis de aminoacidos.

12.1.1. Determinacion de bacterias fijadoras de Nitrogeno (bacterias
microaerofilas)

Entre las bacterias fijadoras de Nitrogeno de vida libre, se conocen unas que son
microaerofilas, es decir, que llevan a cabo la fijacion en atmoésfera que no contiene
mas del 1-2% de oxigeno. Entre éstas, por ejemplo, se conocen Azospirillum y
Herbaspirillum. Por otro lado, otras bacterias como Azotobacter logran fijar el
Nitrogeno bajo concentraciones de oxigeno normales.

Protocolo 27:

® Colectar muestras de plantas en bolsas de polietileno. Las muestras obtenidas
se transportan inmediatamente al laboratorio.

® Con 24 horas de anticipacion preparar medio semisélido Rennie (Anexo 8) en
viales de cultivo.

E—



e Seleccionar las raices de las plantas y lavar con agua de grifo para eliminar
residuos de suelo.

e Dentro una camara de flujo laminar enjuagar las raices con agua destilada estéril
y esterilizarlas con alcohol etilico al 70%.

® FEnjuagar con agua destilada estéril para eliminar el alcohol.

® Cortar las raices con un bisturi estéril en piezas pequenas (0,5 cm).

® Colocar las raices en los viales con el medio Rennie.

® |ncubar durante 6 dias a 30°C sin movimiento.

® Observar que en el medio se forma un velo y después una pelicula (Figura 46).
® Recuperar las bacterias con una pipeta o un asa de inocular.

® Hacer diluciones seriadas.

® Sembrar por extensién en medio Rennie so6lido e incubar por 48 horas a 30°C.
e Purificar de manera convencional en el mismo medio.

® Esposible que algunas bacterias fijen el Nitrogeno Unicamente en medio
semi-sélido, y no en medio sélido (es decir que logran fijar el Nitrégeno
Unicamente bajo condiciones microaerdfilas). Para purificar éstas, sera necesario
purificar las bacterias de la pelicula en medio de cultivo sélido general, y evaluar
cada colonia individual para su capacidad de crecer en medio semi-sélido con
poco o sin Nitrégeno.

® E| crecimiento en medio de Rennie u otro medio deficiente en Nitrégeno no
representa una prueba definitiva de la capacidad bacteriana para fijar Nitrégeno.

Figura 46. Medio Rennie semi-sélido con la formacién del velo
bacteriano.

12.1.2. Aislamiento de bacterias fijadoras de Nitrégeno de vida libre
(Azotobacter)

Los Azotobacter son bacterias heterotréficas y aerébicas que fijan Nitrégeno en forma
libre. Son muy comunes en el agua, el suelo y la superficie de las plantas, tanto de sus
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partes aéreas como de sus raices. Los Azotobacter son bacterias Gram negativas, con
sensibilidad a pH &cidos, alto contenido de sales y temperaturas superiores a 35°C.
No son considerados como buenos competidores para la utilizacion de las fuentes de
carbono y otros nutrientes en los suelos. Tienen capacidad para fijar hasta 10 mg de
Nitrégeno por cada g de carbohidrato utilizado.

Protocolo 28 a):
® (Colocar una muestra de suelo de 30-50 g en un mortero de porcelana.
e Afnadir 5 ml de una solucion acuosa de glucosa al 20%.
® Anadir 0,5 g de CaCQO,, para conseguir un pH alcalino.
® Anadir 0,12 ml de una solucion acuosa de K,HPO, al 10%.
® Anadir 0,12 ml de una solucién acuosa de MgSO,*7H,0 al 10%.

® Anadir agua hasta formar una
pasta.

e Transferir la pasta de suelo a una
caja Petri teniendo cuidado de no
llegar al borde y extenderla para
conseguir una superficie lisa, tapar
(Figura 47).

® [ncubar a 28°C durante 3-7 dias.

® Observar la presencia de colonias ' i
—

brillantes y mucosas de
Azotobacter. Figura 47. Pasta de suelo con colonias de

Azotobacter sp.
Protocolo 28 b):

Cultivo de Azotobacter por siembra de granos de suelo

® Preparar con 24 horas el medio
Burk (Anexo 9) y dispensar en
placas Petri en condiciones de
asepsia.

® En cédmara de flujo laminar con
una espatula estéril, extraer granos
de suelo al nivel de las colonias de
Azotobacter en la pasta de suelo
(Figura 48).

® Depositar los granos de suelo en la
superficie del medio de Burk.

¢ Incubara 28°C. Figura 48. Colonias de Azotobacter sp.
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® Repetir este procedimiento hasta obtener un cultivo puro.

® Realizar una Tincién de Gram y observar la morfologia al microscopio para
verificar la presencia de Azotobacter spp. de caracteristicas Gram negativas.

® Una vez obtenidos los aislamientos se deben guardar en cufias con medio
mineral sin Nitrégeno (Anexo 9-1) a 4°C para su mantenimiento por un periodo
maximo de seis meses.

B 12.2. Solubilizacién de fosfatos

El Fésforo después del Nitrégeno, es el nutriente inorgédnico mas requerido por plantas
y microorganismos. En el suelo es el factor limitante del desarrollo vegetal a pesar de
ser abundante tanto en formas inorganicas como orgénicas (Alexander, 1980).

Debido a la poca movilidad del Fésforo en el suelo y a su baja concentracion en la
solucién del suelo, fertilizantes con Fésforo son aplicados a suelos agricolas. El
resultado de la acumulacion de gran cantidad de Fésforo total en el suelo, es de 20-
80% en forma orgéanica (CIP, 2008).

Los fosfatos inorgéanicos aplicados como fertilizantes quimicos también son
inmovilizados en el suelo y como consecuencia no son solubles para ser aprovechados
por los cultivos (Peix et al., 2001). Por lo tanto, se considera que la solubilizaciéon de
distintas rocas fosfatadas y de otras fuentes de Fdsforo inorganico por los
microorganismos del suelo, es una alternativa fundamental para incrementar la
cantidad de nutrientes disponibles para las plantas (Ilimery Schinner, 1992).

La disponibilidad de Fosforo en el suelo depende principalmente de la actividad
microbiana. La solubilizacion de fosfato mineral y orgéanico se produce por la
capacidad que presentan las PGPR (rizobacteria promotora del crecimiento vegetal)
de producir fosfatasas (mineralizacion) o por solubilizacién de fosfatos inorgénicos no
disponibles con acidos organicos (CIP, 2008).

La metodologia de solubilizadores de fosfatos se tomé en base al protocolo utilizado
por Nautiyal (1999).
Protocolo 29:

® Lavar todo el material de laboratorio con una soluciéon al 10% de HCI y después
enjuagar para evitar la presencia de Fésforo soluble.

® Preparar medio de cultivo NBRIP (Anexo 10) pH 7 con 24 horas de
anticipacion.
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® Pesar 2 g de suelo hiimedo.

® En la camara de flujo laminar colocar los 2 g de suelo en matraces estériles a los
que se les agregaran 48 ml de medio de cultivo NBRIP pH 7,0 estéril. Tapar con
algodén y una capucha de aluminio.

® Incubar a 28°C durante 7 dias en oscuridad y en agitacion a 150 rpm.

® (Con un dia de anterioridad preparar NBRIP Agar pH 7,0 esterilizar y cuando éste
alcance una temperatura de 60°C agregar el fungicida para los hongos y el
antibiodtico para las bacterias.

e Dispensar en placas Petri estériles, guardar a 4°C hasta su uso.
® |uego de 7 dias, realizar diluciones seriadas con solucién salina al 0,85%.

® (Con la ayuda de una espatula Drigalsky sembrar 0,1 ul en condiciones de
esterilidad.

® |ncubar a 28°C durante 4-5 dias.

® Se marcaran como positivos los microorganismos que presenten un halo
transparente alrededor de la colonia lo que indica la zona de solubilizacion de
Fésforo (Figura 49).

Figura 49. Microorganismos solubilizadores de Fésforo.
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B 12.3. Reduccion de nitratos

Algunos microorganismos de suelo tienen la capacidad de reducir los nitratos en
nitritos o gas N, libre. Para determinar esta capacidad se sigue el siguiente protocolo.

Protocolo 30.

e Utilizar el medio semisélido para reduccién de nitratos (APHA AWWA WPCF,
1998) (Anexo 11).

® |ncubar por 48 horas y proceder a revelar anadiendo los reactivos A y B de
Griess-llosvay en cantidades iguales (1 ml aprox.) (Anexo 12), el nitrito
procedente de la reduccion de células, se detecta gracias a los componentes de
los reactivos utilizados que son alfa-naftol y acido sulfanilico.

® Un cambio de color (rojo) dentro de un margen de 30 segundos, indica un
resultado positivo.

® Si no cambia de color, agregar directamente al tubo una alicuota (unos 20 mg)
de polvo de zinc puro, la aparicién de una coloraciéon rosada o roja confirma la
negatividad de la reaccién; en caso de que esto no suceda, significa que los
nitratos han sido reducidos a N, gaseoso, es decir, se ha producido una
desnitrificacion (Figura 50).

Nitratos Nitritos  Especies
reducidas

Figura 50. Reduccién de Nitratos a Nitritos.
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Otras Funciones de los
= Microorganismos del Suelo

B 13.1. Hidrdlisis de almidén

Los microorganismos excretan amilasas que hidrolizan polimeros hasta oligosacaridos
0 monosacaridos que pueden usarse como sustratos para crecer. La hidrdlisis de
almidén se evalla siguiendo el protocolo siguiente.

Protocolo 31:

Preparar medio agar almidon
(FDA-BAM, 2001) (Anexo 13).

® Sembrar la bacteria e incubar por 48
horas.

® Revelar las placas con lugol o yodo
sublimado que al unirse con el almidén
intacto forma un complejo purpura.

® |as cepas positivas se reconocen por la
presencia de un halo transparente a su
alrededor (Figura 51).

Figura 51. Hidrdlisis del almidén.

B 13.2. Produccion de CO, por microorganismos

El suelo desempena un importante papel en el ciclo del Carbono y puede representar
una fuente importante de CO, y de otros gases de efecto invernadero a la atmosfera.
La cantidad total de C que contiene el suelo es dos a tres veces superior al del CO,
atmosférico (Pérez-Batallon et al., 1998). En el suelo, este gas se produce,
fundamentalmente, a través del metabolismo de la microflora, microfauna y de las
raices de las plantas, siendo la descomposicién microbiana de compuestos organicos
el proceso mas importante que lo genera. Durante la descomposicién una parte del
Carbono es devuelto a la atmosfera en forma de CO,, mientras que otra se transforma
en otros compuestos mas sencillos o se almacena en las propias estructuras
microbianas.
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La actividad microbiana es regulada por las actividades fisicas y quimicas del suelo,
por la composicion de los materiales organicos y por la naturaleza de las comunidades
microbianas (Alvarez-Solis, 1997).

Para un mejor aprovechamiento de las interacciones biolégicas en el suelo es muy
importante conocer la respuesta que presentan las poblaciones microbianas a los
cambios en el uso del suelo y los factores edéaficos que influyen en su actividad.

Este protocolo se realiza de acuerdo a la metodologia seguida por Anderson (1982).

Protocolo 32:
e Usar recipientes con tapa hermética de 250 g de capacidad.
® Tamizar 25 g de cada muestra de suelo.

® Afadir por muestra 0,5 ml de solucién de
glucosa al 25%.

® (Colocar en cada frasco sobre el suelo en
estudio un pequeno vial conteniendo 3,5
ml de solucion NaOH 1N, inmediatamente
cerrar el frasco sellandolo con parafilm.

® Se debera contar con frascos vacios sin
suelo, éstos son los blancos o testigos.

® |ncubar a 28°C por 24 horas.

® Transcurrido el tiempo titular con HCI
0,25N (Figura 52).

® Para titular se deberd agregar 3,5 ml de

BaCI2 y fenoftaleina. Figura 52. Evaluacpn de la respiracion
de los microorganismos de
® (Calcular con la siguiente formula: suelo.

-Vol. NaOH convertido en Na,CO, (ml) = gasto HCI,, _(ml) - gasto HCI
-CO, (mg) = Vol. NaOH convertido en Na,CO, (ml) x N, x 22

Donde:

-N: Normalidad del HCI

(ml)

sistema

B 13.3. Produccién de Acido Indol Acético (AIA)

El Acido Indol Acético es una fitohormona que actla a nivel de los apices, entre sus
efectos se encuentra: La inhibicién del desarrollo de las yemas axiales, dando origen
a un fendmeno que se conoce como dominancia apical, promueve el fototropismo
positivo y estimula el desarrollo de raices laterales y adventicias. En general, se ha
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comprobado que muchas bacterias PGPR que promueven el crecimiento vegetal
también producen &cido indol acético lo que nos puede indicar que el AlA es una
caracteristica importante para poder evaluar posibles bacterias PGPR.

Para esta prueba es muy importante considerar que el AIA es un metabolito
secundario producido por algunas bacterias en el periodo estacionario de crecimiento,
por esta razon el tiempo de incubacién del caldo va a depender de la curva de
crecimiento del microorganismo, se tendra que dejar el tiempo suficiente para
asegurarse que llegue a la fase estacionaria.

Para la determinacion de bacterias enddfitas productoras de &cido indol acético se
utilizé la metodologia propuesta por Naik y Sakthivel (2005), adaptada a cada tipo de
microorganismo.
Protocolo 33:
® Reactivar los microorganismos a ser evaluados.

® Preparar para cada microorganismo su medio liquido especifico y suplementarlo
con 5mM de L-Triptofano.

® |Incubar aproximadamente por 5 - 7 dias a 28°C.
® Emplear controles positivos con cepas productoras de AlA y controles negativos.
® (Con 24 horas de anterioridad preparar la solucién Salkowski (Anexo 14).

® Tomar una alicuota de 100 ul del caldo bacteriano respectivo y adicionar 400
ul del reactivo de Salkowski.

® Homogenizar con cuidado.
® [ncubar en oscuridad durante 30 minutos.

® Se reporta como positivo si el medio vira a tonos rojizos (Figura 53).

Figura 53. Revelado de AlA, en placa o en cubetas, el tono mas oscuro indica mayor concentracion
de Ia fitohormona.
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D 13.4. Prueba de Voges-Proskauer

Las especies que llevan a cabo la fermentacion a |
butanodiol de la glucosa, acumulan acetoina en el
medio. La prueba de Voges-Proskauer (Anexo 15)
sirve para comprobar la capacidad de algunos
organismos de producir un producto final neutro, el
acetilmetilcarbinol  (acetoina) a partir de la
fermentacién (butilenglicélica) de la glucosa. Las
bacterias se incuban en 1 ml de medio Voges
Proskauer modificado (BAM FDA, 2001) por 48
horas después de las cuales se procede a revelar
afadiendo 0,2 ml del reactivo A (hidroxido de
potasio) y 0,6 ml del reactivo B (alfa naftol). Si la
prueba es positiva, antes de cinco minutos aparece Positive Negativo
un color rosado-violaceo, mas o menos intenso, que

se inicia en la parte superior del tubo. Si la prueba es  Figura 54. Prueba de Voges-
negativa no aparece ninguna coloracion rojiza (Figura Proskauer.

54).

B 13.5. Prueba de lecitinasa

La lecitinasa es una enzima que actla sobre la lecitina presente en la yema de huevo.
Se siembra 2 microlitros de cada caldo TGE (Anexo 7) que contiene cada uno
diferentes cepas a probar incubadas previamente 24 horas en agar Mossel
suplementado con 10% de yema de huevo estéril por 48 horas a 28°C. Esta prueba
es muy importante ya que permite diferenciar a la especie Bacillus cereus que es
patdgena para humanos e insectos. B. cereus es manitol negativa y por lo tanto las
colonias que se observan son rojizas, adicionalmente es lecitinasa positiva, lo que da
como resultado la aparicion de un precipitado blanco alrededor de las colonias. Otras
colonias de Bacillus como el Bacillus subtilis es manitol positiva y lecitinasa negativa,
lo que le da un aspecto amarillo y sin precipitados alrededor de las colonias (Figura
55).

Figura 55. Colonias bacterianas con
reaccion a lecitinasa,
la cepa rosada corresponde
a B. cereus.




B 13.6. Fermentacion y produccion de gas a partir de glucosa

Se siembra las cepas en Caldo Base Rojo Fenol (Anexo
16) (BAM FDA, 2001), suplementado con 10% de
glucosa, anadida por filtracién al medio, también se
coloca una campana de Durham para ver produccion
de gas, se incuba por 48 horas a 28°C. La prueba de
fermentacién es positiva cuando el medio vira a color
amarillo (Figura 56) y para produccién de gas cuando
hay formacién de burbujas en la campana.

Figura 56. Prueba de fermentacién
y produccion de gas a
partir de glucosa.

B 13.7. Crecimiento a 50°C

En placas con medio TGE (Anexo 7) se
siembran las cepas en estudio y se
incuban por méaximo de 48 horas a
50°C, se procede a evaluar si hay o no
crecimiento (Figura 57).

Figura 57. Placa con crecimiento
a 50°C.

B 13.8. Crecimiento al 7% de NaCl

En placas con medio TGE (Anexo 7)
suplementado con 7% de Cloruro de
Sodio se siembran las cepas a probar, se
incuban por 48 horas a 28°C, tiempo
después se evalla si hay o no
crecimiento (Figura 58).

Figura 58. Colonias aisladas
en agar TGE +7%
de NaCl.




B 13.9. Prueba de crecimiento en anaerobiosis

Se siembran las cepas a probar en Caldo Tioglicolato (anexo 17) que es un medio
semisolido en tubos; después de sembrar las cepas se coloca una capa de agar agua
al 2% encima del medio con mucho cuidado, vertiéndolo por las paredes, para poder
generar la anaerobiosis completa. Incubar por 48 horas a 28°C y evaluar si hubo
crecimiento. Si el crecimiento es muy uniforme en todo el medio la prueba dara
positivo (Figura 59).

Figura 59. Prueba de anaerobiosis: tubo negativo (izq.)
tubo positivo (der.).




4 = La Mesofauna del Suelo

El estado de las propiedades dindmicas del suelo como contenido de materia
organica, diversidad de organismos, o productos microbianos en un tiempo particular
constituye la salud del suelo (Romig et al., 1995).

La calidad debe interpretarse como la utilidad del suelo para un propésito especifico
en una escala amplia de tiempo (Carter, 1996).

El término calidad del suelo se empezé a utilizar al reconocer las siguientes funciones:

1.- Promover la productividad del sistema sin perder sus propiedades fisicas,
quimicas y biolégicas (productividad biolégica sostenible).

2.- Atenuar contaminantes ambientales y patégenos (calidad ambiental).

3.- Favorecer la salud de plantas, animales y humanos (Karlen et al., 1997). Al
desarrollar este concepto, también se ha considerado que el suelo es el substrato
basico para las plantas; capta, retiene y emite agua; y es un filtro ambiental
efectivo.

Los servicios ecosistémicos que brinda el suelo son el resultado de diversos procesos
en los cuales los invertebrados juegan un rol preponderante. La fauna del suelo influye
en el tipo de humus que se forma, en las propiedades fisicas y quimicas que adquiere
el suelo, en la tasa de descomposicion de la materia orgéanica y en el ciclado de
nutrientes. Los artrépodos se mueven a través del suelo en respuesta a cambios en un
gradiente de humedad y de temperatura (Merchant & Crossley, 1970), por tal motivo
estos métodos extraen sélo organismos activos y de buena movilidad.

La mesofauna esta conformada por animales cuyo tamafno de cuerpo oscila entre 0,2
y 2,0 mm y cuya abundancia no puede ser evaluada con exactitud por medio de la
seleccion manual del suelo. Enchytraeidae, Acari (acaros), Collembola (colémbolos),
Protura, Pauropoda y otros nematodos son tipicos representantes de la mesofauna.

Protocolo 34:

Se utiliza el principio de fototropismo negativo, entonces los micro artrépodos que se
encuentran en el sustrato, migraran hacia abajo escapando de la luz, para eso:
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® Habilitar focos de 60 watts con embudos colectores como equipo extractor de
mesofauna (Figura 60).

® Pesar 200 g de muestra de suelo.

® Preparar alcohol al 40% y dispensarlo en 30 cc por vaso, uno por muestra.

® Montar las muestras teniendo cuidado de no hacer caer tierra en los colectores.
® Colectar después de 48 horas.

e |dentificar la mesofauna (nematodos, micro acaros, colémbolas, etc.) (Figura
61) con la ayuda de un estereoscopio.

® (Calcular el indice de diversidad con el indice de Shanon y Wyber:

s
H' = —Z}hlﬂgnﬂe

=1

Donde:
® S - numero de especies (la rigueza de especies).

® P; - proporcion de individuos de la especie i respecto al total de individuos (es
decir, la abundancia relativa de la especie i):n_l'
N

® ;- nimero de individuos de la especie i.

® N - nUmero de todos los individuos de todas las especies.

= Figura 60.
Extractor de
microfauna.

Figura 61. (A) Colémbola, (B) Acaro y (C) Nematodo.
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Anexos




B \NEXO 1. LEVADURA-MANITOL-AGAR (LMA)

Manitol 10,00 g

Extracto de levadura 0,50¢g

K,HPO, 0,50 g

MgS0,. 7H,0 0,10¢

NaCl 0,20 g

Agar 15,00 g

Agua destilada 1000 ml

Colorantes*

pH 6.8
*Colorantes:
Rojo congo al 0,0025 % 10 ul/l de LMA
Azul de Bromotimol 0,5% en alcohol al 70% 5 ul/l de LMA

B ANEXO 2. TRIPTEINA SOYA AGAR (TSA)

Tripteina Soya Agar 40 g/l
Agua destilada 1000 ml

Esterilizar a 121° Cy 15 Ib de presién, durante 15 min.

B ANEXO 3. PAPA DEXTROSA AGAR (PDA)

Papa Dextrosa Agar 39 ¢/l
Agua destilada 1000 ml
pH 56 +/-0,1

Esterilizar a 121° Cy 15 Ib de presion, durante 15 min.
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B ANEXO 4. MEDIO PLATE COUNT PARA BACTERIAS

Triptona b0g
Extracto de carne 2b¢g
Dextrosa lg
Agar 15¢g
Agua destilada 1000 ml
pH 7,0

Esterilizara 121° Cy 15 Ib de presion durante 15 min.

B ANEXO 5. TSN AGAR (TRIPTONA SULFITO NEOMICINA AGAR)

Peptona de caseina 15,0¢g
Extracto de Levadura 10,0 g
Sulfito sédico 10¢g
Citrato de Hierro Il 0,b¢g
Polimixina B sulfato 0,02¢g
Neomicina Sulfato 0,05¢g
Agar 13,5¢g
Agua destilada 1000 ml
pH 7,2 0,2

Esterilizar en autoclave (121°C x 10 min) verter en placas.

B ANEXO 6. MEDIO GLICERINA - ASPARAGINATO DE CONN

Glicerol 10 ml
Asparaginato de sodio lg
Dipotasio de fosfato lg
Agar 15¢g
Agua destilada 1000 ml
pH 7,0

Autoclavar durante 20 min a 121°C

Nota: Para inhibir el crecimiento de hongos, después del autoclavado se anade 50
mg/l de cicloheximida esterilizada por filtracion.
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B ANEXO 7. MEDIO GLUCOSA TRIPTONA EXTRACTO DE CARNE (TGE)

Triptona 50¢
Extracto de carne 30¢g
D-Glucosa 10¢g
Agar 15¢g
Agua destilada 1000 ml
pH 7,0 +/-0,1

Esterilizara 121° Cy 15 |Ib durante 15 min.

B ANEXO 8. MEDIO DE RENNIE

Solucion |

Dipotasio de fosfato 09¢g
Monopotasio de fosfato 0,22 ¢
Cloruro de Sodio 0,11¢g
Na,Fe EDTA 0,031 ¢g
Molibdato de Sodio 0,027 g
Extracto de levadura 0,11¢g
Manitol b,bbg
Sacarosa b,bbg
Lactato de Sodio 0,5b¢g
Agua destilada 1000 ml
Solucion Il

Sulfato de Magnesio 1 ml
Cloruro de Calcio 0,3 ml
Agua destilada 500 ml

Solucidn stock de biotina y acido para-amino benzoico

Biotina 1 mg
Acido para amino benzoico 2 mg
Agua destilada 1000 ml

Nota: Esterilizar en autoclave (20 min a 121°C) ambas soluciones por separado,
enfriar y mezclar.
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Adicionar biotina (5 ug/l) y acido para amino benzoico (PABA) (10 ug/l).

Para preparar el medio sélido. Agregar 15 g de Agar en 900 ml de solucién |. Para
preparar medio semi sélido, adicionar 1,8 g de Agar a 900 ml de la solucion |.

B ANEXO 9. MEDIO DE BURK

Solucién A

Glucosa 20¢g
Cloruro de sodio 0,4¢g
Sulfato de magnesio 0,4¢g
Sulfato de calcio 0,1g
Molibdato de sodio 0,02¢g
Sulfato ferroso 0,006 g
Agar 15¢g
Agua destilada 1000 ml
Solucién B Tampon de fosfato, 0,005M (pH7,1)
Dipotasio de fosfato 1,28 ¢
Monopotasio de fosfato 0,32 g
Agua destilada 1000 ml

Autoclavar las soluciones A y B por separado durante 20 mina 121°C, enfriar a 45°C
y mezclar.




B ANEXO 9. MEDIO MINERAL SIN NITROGENO

K,HPO, 0,655 g
MgS0,.7H,0 0,2¢g
NaCl 0,02 g
CaCl, 0,01g
Cl,Fe (0,1% en solucién) 34¢g
NaMoO,(H,0) 0,0108 ¢
KH,PO, 0,15 ¢
Manitol 10g
Agar 15,0g
Sacarosa 10g
Azul de Bromotimol

(sol. al 5% en etanol 70 %) 5 ml
Agua destilada 1000 ml
pH 7,0

Esterilizara 121° Cy 15 Ib de presion durante 15 min.

BB ANEXO 10. NATIONAL BOTANICAL RESEARCH INSTITUTE’S PHOSPHATE
GROWTH MEDIUM (NBRIP):

Glucosa 10,0 g
Ca,(PO,), 508
(NH,),S0O, 0,1lg
MgS0,-7H,0 0,25¢g
KCl 02¢g
MgCl,-6H,0 50¢g
Agar 150¢g
Agua Destilada 1000 ml
pH 7,0

Esterilizara 121° Cy 15 |Ib durante 15 min.

E—



B ANEXO 11. MEDIO NITRATO-MOTILIDAD

Extracto de Carne 30¢g
Fosfato Disodio 2b¢g
Agar 30¢g
Extracto de Carne 30¢g
Fosfato Disodio 2b¢g
Agar 30¢g
Extracto de Carne 30¢g
Fosfato Disodio 2b¢g
Agar 30¢g
Extracto de Carne 30¢g
Agua destilada 1000 ml
pH 7,4

Esterilizar a 121° Cy 15 Ib de presién durante 15 min.

I ANEXO 12. REACTIVOS PARA REDUCCION DE NITRATOS

Solucion A:

Acido Sulfanilico 20¢g
Acido Acético Glacial 60,0 ml
Agua destilada 150,0 ml
Solucion B:

a - Naphtol 10¢g
Alcohol Absoluto 200 ml

Anadir 0,2 ml de Solucién A seguido por 0,2 ml de Solucién B a un cultivo de 24 o
48 horas. La presencia de un color anaranjado indica que la prueba es positiva. Si no
aparece ningln color se debe afadir un poco de polvo de zinc, si al anadir el polvo
cambia de color la reaccién es negativa.
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B ANEXO 13. AGAR ALMIDON PARA PRUEBA DE HIDROLISIS DE ALMIDON

Extracto de carne 3g
Almidén 10g
Agar 12 ¢
Agua destilada 1000 ml

B ANEXO 14. SOLUCION DE SALKOWSKY
2% de FeCl, 0,05M en 35% de Acido Perclérico.

B ANEXO 15. VOGES-PROSKAUER MEDIO PARA IDENTIFICAR BACILLUS

A. Medio de cultivo
Proteosa de Peptona 7¢
NaCl bg
Dextrosa bg
Agua destilada 1000 ml

Dispensar el caldo 5 ul en tubos. pH 6,5+/- 0,2. Esterilizar a 121° Cy 15 Ib de
presion durante 15 min.

B. Reactivo de VOGES-PROSKAUER

Soluciéon 1
a- Naphtol bg
Alcohol absoluto 100 ml
Solucion 2
Hidroxido de Potasio 40 g

Enrazar con agua destilada a 100 ml

Transferir 1 ml del cultivo de 48 horas a otro tubo y afadir 0,2 ml de la solucion 2
seguidamente por 0,6 ml de la solucién 1 seguir el orden. Mezclar después de anadir
los reactivos. Se lee después de 30 minutos.
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B ANEXO 16. CALDO BASE ROJO FENOL

Proteosa de peptona 10 g

NaCl bg
Extracto de carne lg

Rojo fenol

(7,2 ul of 0,25% solucion de rojo fenol) 0,018 g
Agua destilada 1000 ml

Carbohidrato*

*Utilizar caldo base rojo fenol y anadir de 5-10% del carbohidrato (glucosa), se puede
anadir antes de autoclavar o después por filtracién para observar formacién de gas se
coloca en campana de Durham.

Esterilizar a 121° Cy 15 Ib de presion, durante 15 min.

B ANEXO 17. CALDO TIOGLICOLATO PARA ANAEROBIOSIS

L-cistina 0,bg
Agar (granulado) 0,75 ¢
NaCl 25¢g
Dextrosa Sg
Extracto de levadura bg
Triptona 15¢g
Tioglicolato sédico o acido tioglicélico 0,bg

Resazurina, solucion sddica (1:1000), fresca 1 ml
Agua destilada 1000 ml

Preparacién: Calentar el medio al microondas hasta que se disuelva y distribuir en
tubos aproximadamente 10 ml por tubo, es un medio semisélido.

Prueba: Inocular las bacterias a probar en cada tubo y colocar agar al 2% a 45°C por
las paredes del tubo para formar un tapon de agar que garantice la anaerobiosis.

Esterilizar a 121° Cy 15 Ib de presion, durante 15 min.
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B ANEXO 18. MEDIO CLORANFENICOL-ROSA DE BENGALA

Peptona 5g
Glucosa 10g
Dipotasio de fosfato (K,HPO,) lg
Sulfato de Magnesio (Mg SO, 7 H,0) 0,bg
Rosa de Bengala 0,0bg
Cloranfenicol 0,0bg
Agar 15¢
Agua destilada 1000 ml
pH 7,2

Primero disolver la peptona, el dipotasio de fosfato y el sulfato de magnesio. Después
anadir la Rosa de Bengala y Cloranfenicol.

Autoclavar por 20 min 121°C a 15 Ib de presién .

Nota: El colorante Rosa Bengala se afiade para inhibir la mayoria de las bacterias,
ademas de retardar el crecimiento de los hongos, lo que facilita la visualizacion de las
colonias de levaduras. El Cloranfenicol es un antibi6tico termoestable que también
contribuye a la inhibicién de las bacterias.

Este medio con pH neutro sirve para el aislamiento de levaduras y hongos de suelo. A
veces puede resultar preferible utilizar un medio con pH neutro para evitar inhibir
algunas clases particulares de hongos.
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