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RESUMEN

Se describen a) técnicas de aislamiento para hongos
endomicorrizicos, ectomicorrizicos y para bacterias
promotoras de crecimicnto en plantas BPCP, b) medios de
cultivo para los diferentes grupos bacterianos, y c)
técnicas tradicionalcs v modernas de caracterizacion e

o

identificacion dc BPCP.
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SUMMARY

This review describes the details of: (i) techniques
for isolation of endo- and ectomycorrhizae fungi and
for Plant Growth-Promotion Bacteria. (ii) Culture
media for the different tvpes of bacteria. (i)
Traditional and modem techniques for identification
and characterization of Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria.
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INTRODUCCION

La biotecnologia ha abicrto nuevas posibilidades para
la introduccién de microorgamismos benéficos en suelos
con ¢l fin de promover ¢l crecimiento de plantas y llevar a
cabo un control biolégico de patogenos presentes en
suelos (Bashan y Levanony, 1990; Kloepper ef al.. 1989).
Dada la actual posicion legislativa del mundo occidental,
es poco probable que en un futuro cercano se lleve a cabo
la hberacién al ambiente de microorganismos producidos
por la ingenieria genética. Por lo tanto, €l aislamicnto y
seleccion de microorganismos (con actividad promotora
de crecimiento cn  plantas. con alta capacidad de sobre-
vivencia en suelo y de colonizacion radical, versatilidad
metabolica, etc.) presentes de mancra natural, continna
interesando a institutos biotecnoldgicos v a la industria de
inoculantes. Ademas de sumbiontes del grupo de los
rizobios, s¢ ha encontrado que algunos grupos dc
bacterias asociadas a raices, llamadas "Bactenias
Promotoras de Crecimiento en Plantas, BPCP" (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR), también
promueven el crecimiento de ciertas plantas. Las BPCP
comprenden a los siguientes géneros: (1) Pseudomonas y
Bacillus los cuales inhiben el crecimiento dc micro-
organismos patdgenos o deletércos (control biologico)
(Kloepper er al., 1988. Klocpper er al.. 1989) y, (i)
bacterias que promueven directamente ¢l crecimiento de
plantas, tales como Azospirillum, Herbaspirillum,
Enterobacter, Acetobacter. Azotobacter y Pseudomonas
(Bashan y Levanony, 1990; Cavalcante y Dobereiner,
1988: Kole e¢r al. ]1988) asi como muchos otros
aislamientos obtenidos de la rizosfera, los cuales todavia
no han sido identificados. La capacidad de los hongos
micorrizicos para promover ¢l crecimiento de plantas esta
bien documentada (Ferrera-Cerrato, 1993).

En general. no hay algin sitio especitico para
localizar BPCP, ya que todas las raices vegetales se
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asocian con numerosas especies de microorganismos, ya
sea patogenos o benéficos. Ademas, los requerimientos
nutricionales y ambientales de estos microorganismos son
tan diversos, que no existe un método generalizado que
permita aislar cualquier especie de BPCP o de hongos
micorrizicos. Por lo tanto, se han desarrollado una
variedad de métodos, sobre todo en los ultimos veinte
afos. Para este trabajo se han seleccionado una serie de
estrategias utiles y practicas: (1) El mejor lugar para
buscar un agente de control biologico es en el mismo
nicho ecolégico donde se localiza el patogeno que se
quiere combatir (Kloepper et al., 1988; Tipping ef al.,
1989); (ii) Se pueden aislar BPCP a partir de antecesores
silvestres de la planta de interés y utilizar estos
aislamientos para mocular plantas cultivadas (M.
Feldman, sin publicar); (ui) Cuando se introduce al suclo
algana planta de interés, se¢ puede enriquecer
artificialmente la poblacion de BPCP en la nzosfera y asi
facilitar su recuperacion (Y. Bashan, sin publicar); (iv)
BPCP con potencial para el control biolégico son selec-
cionadas con base en su produccion de siderdforos o
antibioticos observada in vitro (Kloepper et al., 1988); (v)
De las miles de bactenas aisladas al azar de la nizosfera de
diversos habitats, muchas son seleccionadas por su
capacidad para incrementar ¢l crecimiento de plantas sin
tomar en cuenta su posiciéon taxondmica. Este tipo de
enfoque es comin en programas industriales llamados
R&D, mvestigacion y desarrollo, (Research and
Development) (Kloepper et al., 1989).

Habitats de hongos micorrizicos

La asociacion mutualista que se lleva a cabo entre las
raices de las plantas superiores y los hongos, lo que se
conoce como micorriza, posibilita mediante mecanismos
bioquimicos, una mayor absorcion de nutrimentos,
principalmente fosforo, y ademas magnesio, calcio.
potasio, azufre, fierro, cobre, boro y manganeso. La
asociacion también permite tolerancia al estrés hidrico.
Las micorrizas se dividen en ectomicorriza (fmicorriza en
vaina, la que se caracteriza por tener un manto compacto
de hifas que cubre las raices cortas con una red micelial,
que crece entre las células corticales llamada Red de
Hartig) y endomicorrizas cuyo tipo mas comun ¢s la
vesiculo-arbuscular (V-A) la cual forma sus estructuras
dentro de las células corticales de la raiz (Ferrera-Cerrato
etal., 1993).

La endomicorriza V-A estd ampliamente distribuida
en todo el reino vegetal (98%) por lo que es muy difici|
encontrar plantas que no estén colonizadas con este tipo
de hongos. Propagulos endomicorrizicos pueden colec-
tarse en cualquier época del afio en raices de plantas
hospederas anuales, perennes o herbaceas, o lefiosas y en
todo tipo de suelo (Ferrera et al., 1993).

La asociacion micorrizica tiene una amplia distri-
bucion por lo que puede hallarse frecuentemente en
diversas areas ecologicas tales como campos cultivados,
campos virgenes, bosques, pantanos, etc. (Gonzalez-
Chavez, 1993).

AISLAMIENTO DE BPCP

Fundamento: Las bacterias que colonizan el interior de las
raices son distintas a las que colonizan la superficie de las
raices (Van Peer ef al., 1990). Por esta razon, para el
aislamiento de cada grupo se siguen estrategias diferentes.

Aislamiento de bacterias que colonizan la superficie
radicular

1) Después de lavar perfectamente las raices con agua
corriente y después con agua destilada estéril varias veces,
se embeben las raices por un penodo de 10 minutos en
una soluciéon amortiguadora de fosfatos y sal (PBS,
phosphate-buffered saline) K,HPO,-KH,PO, 10mM,
NaCl 0.14 M, pH 7.2. Después se cortan las raices en
pedazos pequefios (3 cm), se colocan en el medio o medios
de enriquecimiento seleccionados (descritos posterior-
mente) y se incuban a 25-30°C por una o dos semanas
hasta que el crecimiento sea evidente (Kremer ef al,
1990).

i) Las bacterias colonizadoras de la superficie radical
pueden también ser aisladas agitando los pequerios
pedazos de raiz durante 10 minutos, en un agitador
girador mecanico o vortex. Las raices deben estar
suspendidas en PBS o en una solucion amortiguadora de
fosfatos y peptona la cual contiene, por litro: peptona,
1.0 g, K'_)J‘[PO* 1.21 g, KH2P04, 0.34 g (La]ande et a[-:
1989). Otros diluyentes que se pueden utilizar como
alternativa son: PBS mas Tween 20 al 0.025%, Tween 40
al 0.01%, (Kremer et al., 1990) o caldo de soya tripticasa
al 0.1% (TSB, tryptic soy broth) (Hagedom e al., 198%;
Lalande ef al., 1989). Las muestras diluidas se colocan
en el medio apropiado y se incuban a la temperatud
seleccionada.
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Aislamiento de bacterias que colonizan la parte interna
de la raiz

Se esteriliza la superficie radicular embebiendo las
raices en ctanol 95% (v/v) durante | min y posterior-
mente ¢n HgCly al 0.1% (p/v) acidificado y después se
lavan con agua destilada esténl minimo diez veces (De
Freitas y Germida, 1990). Otros procedimientos de
desinfeccion que se ofrecen como alternativa son: 1) Se
embeben las raices en alcohol etilico al 70% durante 5
min, después en hipoclonto de sodio al 6.25% durante 10
min y por ultimo se¢ enjuagan varias veccs con agua
destilada estéril (Lalande ef al., 1989) o 1i) se embeben las
raices en H;O, (10%; 15 s) v se enjuagan tres veces con
solucion acuosa de MgSO, (0.1 M) (Van Peer et al,
1990).

Posteriormente se suspende el material vegetal en
PBS 0.05 M o solucion acuosa de MgS0O, 0.1 M y se
muele en un mortero o se homogeneiza con un
homogenizador a velocidad alta durante 1-3 min, (100 ml
de PBS por cada 5 g de peso fresco de raices). El
homogeneizado sc puede filtrar con una tela de algodon
estéril (Lindberg y Granhall, 1984). Se preparan alicuotas
diluidas o no diluidas para ser colocados en el medio de
enriquecimiento previamente seleccionado.

Un método de aislamiento altemativo, es tomar las
raices ya cstériles y colocarlas sobre agar nutritivo
suplementado con glicerol al 1% para venficar si la
superficic radicular esta estéril. Se cortan las raices
longitudinalmente y se colocan en el medio de ennque-
cimiento seleccionado, preferentemente suplementado con
glucosa (las bactenas productoras de acidos que
metabolizan la glucosa parecen dominar en la parte
interna de la raiz) y se incuban hasta que €l crecimiento
sea evidente (Lalande ¢f al., 1989). Despucs dcl penodo
de incubacion, 0.1 ml del medio rico en bacterias se
dispcrsa c¢n ¢l medio solido que ha sido seleccionado 'y
s¢ incuban de nuevo a la misma temperatura. Los
cultivos aislados se deben dc estriar varias veces en cl
mismo medio solido hasta obtener crecimientos
bacterianos puros.

Aislamiento de BPCP diazotréficas

Modelo espermosfera (Thomas-Bauzon et al.. 1982).

Fundamento; El modelo espermosfera consiste en
germinar una semilla en la obscunidad la cual libera
exudados en un medio sin fuentes de carbono y de

J

nitrogeno. La plantula es después inoculada con dilucioncs

de suelo ¢ incubada bajo una atmésfera con acetileno.
Este sistema cs interesante por lo siguicnte: 1) La plantula
provee a las bacterias de fuentes de carbono utiles
impidiendo asi la presencia de fuentes de almento
indeterminadas y 1i) la plantula en crecinuento consume la
fuente dc nitrégeno disponible a través de la actividad
diazotrofica bacteriana. mantenicndo un medio altamente
selectivo y libre de fuentes de nitrégeno.

Procedimiento:

1. Se muelen 10 g de suelo de la nzostera (raices v ¢l
suelo que se les adhiere) en un mortero v se afora a 100ml
con PBS procurando mantener un margen no mayor dc
dos horas después del muestreo. Sc deben preparar
diluciones decimales adicionales del homogencizado cn
PBS.

2. Las semillas desinfectadas se colocan en tubos de 35
ml conteniendo 5 ml de medio semi-solido al 0.3% agar.
sin fuentes de nitrogeno v de carbono (el medio sc describe
en la seccion sobre medios dc cultivo). Los tubos
espermosfera se guardan en la obscuridad a 28°C (0 a otra
temperatura que se considerc convenicnte) durante una
semana. Los tubos con un brazo adyacente contcniendo 2
ml de NaOH | N, se pueden utilizar como trampa de CO-
cuando sea necesario.

3. Cuando los coleoptilos miden 1 cm o mas de altura.
los tubos se inoculan con las diluciones obtemdas en ¢l
paso #1, utilizando alicuotas de 0.5 ml. Una moculacion
mas tcmprana resulta en mucrte prematura de las
plantulas. Una inoculacion oportuna permitc percatarse
de contaminacion ocasionada por una desinfeecion
inadecuada de las semillas,

4. El nimero de bacterias diazotroficas s¢ detcrmina por
el Método del Numero Mas Probable (MPN) (Postgatc.
1969). La estimacion se basa c¢n el nunero de tubos
nitrogenasa-positivos (diez réplicas para cada dilucion)
detectados por ¢l ensavo de reduccion de acetileno (Hardy
etal., 1968).

5. El contenido dc los diez tubos que resultaron ser
etileno-positivos en las diluciones mas altas. sc combina.
se homogeneiza, se diluye cn serics decimales (107-107) y
se siembra en medio sin fuente de nitrégeno (Omar ef al.
1988: Rennie, 1981) en botellas de suero planas (120 ml o
mas). Se incuban en acetileno al % durante 4-8 dias (¢l
proceso de combinar todos los tubos y la homogenei-
zacién, evitan los problemas que pucde ocasionar ¢l
transferir un pedazo pequefio de raiz a un tubo de dilucion
alta). Las colonias que sc desarrollen cn ¢l medio solido
deben de ser escogidas individualmente. purificadas dc
manera convencional en medio sin fuente de mitrogeno v
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su capacidad para fijar nitrogeno debe ser examinada
como arniba se describe. En algunos casos es necesario
hidrolizar parcialmente el material capsular utilizando
NaOH 0.5 6 0.1N para la eliminacién de contaminantes.
Limitaciones de la técnica: Esta técnica no da un
panorama completo de la comunidad de bacterias
fijadoras de nitrogeno de la rizosfera y sélo nos
proporciona un bosquejo de la concentracion y naturaleza
de las bacterias diazotroficas mas abundantes.

Medios de enriquecimiento semi-solidos para el
aislamiento de bacterias diazotréficas microaerofilicas
(Débereiner, 1988; Débereiner y Day, 1976).
Fundamento: Los medios semi-solidos sin fuente de
nitrégeno son la clave para el aislamiento de algunas
bacterias diazotroficas microaerofilicas asociadas a raices.
Las técnicas que utilizan estos medios son muy sencillas y
utiles cuando hay abundancia de bacterias diazotroficas
asociadas a raices. Se pueden obtener cultivos puros con
sOlo algunos pasos de purificacion y sin muchas
dificuitades. Esta técnica se utilizd en el descubrimiento
de cuatro cepas de Azospirillum, Campilobacter
nitrofigilis, Herbaspirillum seropedicae, algunas Pseudo-
monas  diazotroficas, Acetobacter diazotrophicus y
Bacillus azotofixans.

Procedimiento:

1. Se colocan pedazos de raiz intactos (0.5-1.0cm) en los
medios semi-solidos (agar al 0.05% o menos) NFb, OAB
o BL (descritos posteriormente) y se incuban sin agitacion
durante 2-5 dias a 25-35°C. (A temperaturas mas bajas se
debe prolongar el tiempo de incubacion.) Al término del
periodo de incubacion se podra observar una pelicula
blanca bacteriana formada 2-10 mm abajo de la
superficie. Se debe evaluar la capacidad de fijacion de
nitrogeno del cultivo de enriquecimiento por medio del
ensayo de reduccion de acetileno (Hardy ef al., 1968).
Hay que tener especial cuidado en mantener intacta la
pelicula, ya que de lo contrario se interfiere con la
actividad de la nitrogenasa. Se logra obtener cultivos casi
puros despues de 1-3 subcultivos en el mismo medio,
seguidos de la siembra por estria de cultivos de 24 horas
sobre el mismo medio solido (Débereiner y Day, 1976).

2. (Para el aislamiento de la bacteria diazotrofica
Acetobacter asociada a la cafia de azicar): Las raices y
tallos de la cafia de azicar se lavan en agua corriente, se
maceran en una licuadora y se preparan diluciones
seriadas en una solucion de sacarosa al 5% y se incuban
en medio semi-solido (descrto después). Continie como
se indica en el procedimiento 1 (Cavalcante y Dobereiner,
1988).

MEDIOS DE CULTIVO PARA EL
AISLAMIENTO DE BPCP

Medios no selectivos para el aislamiento de bacterias
de la rizosfera

Fundamento: El medio comun TSA descrito posterior-
mente recupera una ampha variedad de bacterias aerobias
y anaecrobias facultativas Gram-positivas y Gram-
negativas (Hagedom et al., 1989). Sin embargo, se
recomienda llevar a cabo el proceso de aislamiento
utilizando simultineamente diferentes medios de cultivo,
ya que un solo medio no-selectivo permitira recuperar solo
una pequefia porcion de la poblacion de BPCP presentes.
1. Medio TSA (agar soya tripticasa) diluido diez veces
(1/10) para bacterias heterotrofas. Contiene caldo de soya
tripticasa, 3 g; y agar, 15 g (Hagedom er al., 1989). Se
puede aislar una poblacion mas diversa de bacterias de
suelo o de otros sitios utilizando el mismo medio pero
diluido 100 veces (1/100; 0.3g TSA) (Tipping ef al,
1989).

2. El medio TSA contiene (g/1); extracto de came 3.0;
extracto de levadura 3.0; peptona de caseina 15.0,
peptona de camne 5.0; lactosa 10.0; sacarosa 10.0; glucosa
1.0; citrato NH;'Fe™ 0.5; NaCl 5.0, tiosulfato de sodio
0.5; rojo fenol 0.024; agar 12.0; agua destilada 1000 mi;
pH=7.4 (Stolp y Gadkari, 1986). La eliminacion de
bacterias Gram-positivas en TSA al 1/10 sc¢ logra
agregando 2 pg/l de cristal violeta (Tipping er al., 1989) 6
1.2 g/l de lauril sarcosinato de sodio (SLS) al medio S|
(descrito en la seccion sobre aislamiento de pseudomonas
fluorescentes).

Los medios de cultivo siguientes pueden utilizarse
simultineamente para lograr una recuperacion de las
poblaciones mas comunes de BPCP.

1. El medio selectivo para el aislamiento de
Pseudomonas (Stolp y Gadkari, 1986) se basa en el
medio TSA suplementado con (ug/ml): fucsina basica, 9;
nitrofurantoina; 10; acido nalidixico, 23; y con (mg/ml):
cyclohexamida, 0.9; TTC (cloruro de trifeniltetrazolium),
1.4. El medio base TSA es suplementado con fucsina
basica y TTC antes de esterilizarse. El acido nalidixico ¥
la nitrofurantoina se esterilizan por filtracion, utilizando
filtros de membrana de 045 pm y se agregad
asépticamente al medio TSA estéril. La ciclohexamida $¢
puede esterilizar por filtracién o agregarse directamenté
como polvo no estéril.

2. Las bacterias corineformes y otras bacterias Gram-
positivas se aislan en el medio D-2 (Kado y Hesketh
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1970) ¢l cual se suplementa con dicromato de potasio (50
mg/l) v ciclohexamida (100 mg/l) para promover la
selectividad del medio ¢ sobre agar rojo de metilo para
bacterias Gram-positivas.

3. El medio King B para Pseudomonas contiene: (g/1):
proteosa peptona no. 3 (Difco), 20; glicerol, 10 mi;
asparagina, 2.25; K;HPO,, 1.5: MgS0..7H,0, 1.5: agar,
15 (King et al., 1954). La temperatura de incubacién es
30°C.

Todos los medios arriba mencionados pueden ser
suplementados con benomyl, 20 mg/ml (Benlate. 50% PA
Dupont, USA) o Nistatina y actidiona (50 mg de cada uno
por litro) para reducir el crecimiento de hongos.

Medios para el aislamiento de Pseudomonas
fluorescentes

Fundamento: Las Pseudomonas fluorescentes (P. putida
y P. fluorescens) son un grupo de bacterias muy amplio
que se encucntran en la rizosfera de varias plantas dc
cultivo. Pucden ser aisladas facilmente en los siguientes
medios de cultivo:

1. Medio B de King modificado, suplementado con los
antibioticos (mg/l): cloramferucol, S; cyclohexamida, 75.
novobiocina, 45; y peniciina G, 75000 undades
(Kloepper ¢t al., 1988)

Comentanos: 1) La resistencia a los antibidticos
recomendados no es unicamente en Pseudomonas. 1) El
medio B de King original es aceptado como un medio de
diagnostico para la deteccion de fluorescencia, sin
embargo, no cs muy apropiado para el aislamiento de
estas bacterias va que no es selectivo.

2. El medio D4 (Kado v Heskett. 1970) contienc (g/):
glicerol, 10.0 ml: sacarosa. 10.0; hidrolizado de caseina. |
£. NHLCI, 5.0 g; dodecil sulfato sodico (SDS), 0.6 g (para
elimmnar no-pseudomonas); Na,HPQ, (anhidro); agar,
I15g. Este medio es ¢l mas ampliamente utilizado, sin
embargo, muchas otras bacterias Gram-negativas pueden
crecer en €l v no se puede observar fluorescencia.

3. El medio S1 (Gould er al., 1985) contiene (g/1): agar.
18; sacarosa, 10; glicerol, 10 ml:  casamino acidos
(Difco). 5.0: NaHCOs, 1.0; MgS0,.7H,0, 1.0: K;HPO,,
2.3 lauril sarcosinato de sodio (SLS), 1.2: y 20 mg de
tnmetropima. (5-(3,4.5-tnmetoxifenil) metil]-2,4- pinnu-
dina-diamina)(Sigma). El pH final del medio es entre 7.4 v
76.

Comentarios: i) Se agrega la trimetropima después de
esterilizar por autoclave y dejar enfriar el medio. 1) Este
medio tiene varias ventajas sobre otros medios utilizados

para el aislamiento de Pseudomonas fluorescentes ya que
provee consistentemente de una alta selectividad y buen
porcentaje de recuperacion al procesar muestras obtenidas
de diferentes habitats. Se puede observar fluorcscencia al
inicio del aislamiento.

Medio para el modelo espermosfera (Omar e al.,
1988).

Solucion A (mg/l): H;BO;, 750. ZnSO0..7H0. 550,
C0S0.,.7H;0, 350: CuS0,.4H,0, 22; MnCl,.4H,0, 10,
agua destilada 1000 ml.

Solucion B (g/1): FeSO,.7H,0, 0.8; MgS0.4.7H,0, 4.0;
Na;Mo0.4.2H,0, 0.118; CaCl;.2H,0, 4.0, EDTA, 0.8;
solucién A, 4 ml; agua destilada 996 ml.

Solucién final (g/1): KH,PO.. 1.8; K;HPO,, 2.7; solucion
B, 50 ml: Agar nobel, 5; agua destilada, 950 ml; pH
ajustado a 6.8 con KOH: esterilizar en el autoclave.

El medio sin fuente de nitrogeno utilizado para el
modelo cspermosfera contiene: (g/l): extracto de levadura
como iniciador de crecimiento, 0.1; almidon, 5; glucosa,
5. manitol. 5; acido malico, 3.5; mas el medio basal
descrito anteriormente (Berge et al., 1991) o el medio
descrito a continuacion, el cual contiene varias fuentes de
carbono.

Medio para el aislamiento de bacterias diazotroficas
(Rennie. 1981)

Fundamento: Este medio combinado fue disefiado para
incorporar los componentes quimicos comunes de los
medios sin fuente de nitrogeno mas utilizados, ya que la
composicion basica de cstos medios es muy similar. Se
incluyd manitol para favorecer el crecimiento de
Azotobacter sp., biotina y acido p-aminobenzoico para
Bacillus sp. Sc agregd el extracto de levadura para
proveer a las bacterias de una fuente de mtrégeno con
factores de crecimicnto organicos miscelaneos iniciadores
del crecimicnto sin llegar a inhubir la reduccion de
acetileno.

Solucion A: K;HPO,, 0.8 g; KH,PO,, 0.2 g: NaCl, 0.1 g;
Na,FeEDTA, 28 mg; Na,M004.2H,0, 25 mg; extracto de
levadura, 100 mg; manitol, 5 g: sacarosa, 5 g; lactato de
sodio. 0.5 ml (60%, v/v) agua destilada. 900 ml.

Solucion B (g): MgSO,.7H,0. 0.2; CaCl,. 0.06: agua
destilada 100 mi. Las soluciones se esterilizan por
scparado. se dejan cnfriar y sc mezclan. A esta nucva
solucién se agrega biotina (5/1) y acido p-aminobenzoico
(10p/1) esterthizados por filtracion v el pH final se ajusta a
7.0.
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Medios para el aislamiento de Azospirillum

Fundamento: El medio mas comiinmente utilizado para el
aislamiento de Azospirillum es el medio NFb semi-sdlido
(Débereiner y Day, 1976; Débereiner ef al., 1976). Se
han desarrollado varias modificaciones utiles y se
mencionan a continuacion.

1. Medio NFb

(g/): DL-acido malico, 5; KOH, 4; K,HPO,, 0.5;
MgS0..7H;0, 0.2; CaCl,, 0.02; NaCl, 0.1; FeSO,.7H;0,
0.5; (mg/): NaMo0,.2H,0, 2; MnS0,.H,0, 10; solucién
de azul de bromotimol al 0.5% (disolver en etanol o en
solucion acuosa de KOH 0.2N); utilizar 2 ml por litro de
medio de cultivo, agar, 0.0175-0.5%; 1000 ml agua
destilada, pH 6.8 (Dobereiner y Day, 1976). Aun
suplementado con extracto de levadura a bajas
concentraciones (0.002-0.005%), este medio previene el
crecimiento de contaminantes y permite la formacién de
colonias bajo condiciones aerobias (Débereiner, 1988). En
algunos casos donde el acido malico-KOH inhibe el
crecimiento de las bacteras, éste puede reemplazarse con
10 g/1 de succinato de sodio o sacarosa al 0.5% (Tyler et
al., 1979). El azul de bromotimol se puede sustituir con
purpura de bromocresol al 0.001% (New y Kennedy,
1989).

2. Medio OAB (Okon ef al., 1977)

Fundamento: Este medio modificado es mas apropiado
para el crecimiento de Azospirillum que para su
aislamiento. No es muy selectivo para este género, pero
provee mayor capacidad amortignadora que el medio
original. Incluye en su composicion quimica micro-
elementos, una concentracién limitada de NH, para iniciar
el crecimiento en condiciones aerobias y una pequefia
cantidad de extracto de levadura para acortar la fase de
latencia (lag phase) del crecimiento y contribuir a un
crecimiento vigoroso. Se puede utilizar en forma liquida,
semi-solida (0.05% agar) o sélida. Para el crecimiento
optimo de Azospirillum (esto no es estrictamente
necesario) en medio liquido, se debe mantener el cultivo a
una presion de oxigeno constante de 0.003-0.007 atm bajo
una atmoésfera de N, mezclada con aire.

Solucion A: (g/1) DL-4cido malico, 5; NaOH, 3; MgSO..
TH,0, 0.2; CaCl,, 0.02; NaCl, 0.1; NH,CL, [; extracto
de levadura, 0.1; FeCl;, 0.01; (mg/) NaMo0O,.2H,0, 2;
MnSO,, 2.1; H;BO;, 2.8; Cu(NO;),.3H,O, 0.04;
ZnS0,.TH,0, 0.24; disolver en 900 ml agua destilada.
Solucién B: (g/1) K;HPO,, 6; KH,PO,, 4; agua destilada,
100 ml.

Después de estenlizar y enfriar, se mezclan las dog
soluciones. El pH del medio es 6.8.

Comentarios: El FeCl; puede ser reemplazado por 10 m|
de Fe(Ill)-EDTA (0.66%, P/V, en agua). Este medio
puede ser suplementado con 10 ml de una solucién de
vitaminas para mejorar su capacidad para aislar bacteriag
microaerofilicas heterétrofas fijadoras de nitrogeno. La
solucién de vitaminas contiene por litro: D- biotina (200
mg), pantotenato de calcio (40 mg), mioinositol (200 mg),
niacinamida (40 mg), acido p-aminobenzoico (20 mg),
hidrocloruro de piridoxina (40 mg), riboflavina (20 mg),
dicloruro de tiamina (4 mg) y son esterilizados por
filtracion (Reinhold ef al., 1986).

3. Medio semi selectivo NFb-rojo congo (Rodriguez
Caceres, 1982)

Este medio es basicamente el medio NFb suplementado
con 15 ml/l de solucién acuosa de rojo congo (1:400)
esterilizada por separado.

Comentarios: Este medio permite reconocer las colonias
de Azospirillum facilitando el aislamiento, ya que las
colonas se tifien de rojo obscuro o escarlata, con
caracteristicas coloniales tipicas; otras bacterias de suelo
no absorben el rojo congo.

4. Medios BL y BLCR (Bashan y Levanony, 1985)

Estos dos medios semisclectivos se basan en el medio
OAB. El medio BL es medio OAB suplementado con
(mg/l) de sulfato de estreptomicina, 200; ciclohexamida,
250; deoxicolato de sodio, 200, y cloruro de 23,5-
tnfeniltetrazolio, 15. El' medio BLCR es medio BL
suplementado con una solucién acuosa de rojo congo (1-4
).

Comentarios: Estos medios son apropiados para el
aislamiento de Azospirillum a partir de la rizosfera, ya
que las colonias son faciles de reconocer, especialmente en
el medio BLCR. Sin embargo, algunas cepas de A
brasilense no pudieron crecer en este medio (Horemans ef
al., 1987) y, en general, el crecimiento de Azospirillum en
el medio BLCR, es significativamente mas lento que en el
medio OAB original (aproximadamente 10 dias de
incubacion).

Medio para el aislamiento de bacterias diazotroficas
halefilicas (Reinhold er al., 1986; 1987)

(2/1) acido DL-malico, 5; KOH, 4.8; MgS0,.7H;0, 0.25;
CaCl,, 0.22: NaCl, 1.2; Na,SO,, 2.4; NaHCO;, 0.5;
K,SOs, 0.17, Na;COs, 0.09; Fe(Il)}-EDTA, 0.077;
K,HPQ,, 0.13; extracto de levadura, 0.02; (mg/1) biotina,



HOLGUIN [T AL. INTERACCIONES ENTRE PLANTAS Y MICROORGANISMOS 1T 217

0.1: Na;Mo0,.2H:0, 2. MnCl,.4H,0, 0.2; H;BO,, 0.2:
CuCh.2H,0, 0.02: ZnCl,, 0.15: agar 2-8 g; 1000 ml de
agua destilada. El pH del medio es 8.5. El acido malico,
KOH vy ¢l agar se disuelven en la mutad del volumen total
y se esterilizan. La solucion de sales se esteriliza por
filtracion después de disolver los ingredientes en la mutad
del volumen total. Después de centrifugar el medio, s¢
descarta ¢l precipitado. La formula permite pequefias
alteraciones en las concentraciones de los reactivos
(Reinhold er al., 1987).

Medio para el aislamiento de bacterias halofilicas
(Quesada et al.. 1982)

Fundamento: Las bactcrias de la nizosfera de plantas
xerofitas cn suelos hipersalinos (5.0-10.7% NaCl) pueden
ser aisladas alterando la concentracion total de sales del
medio a2 9. 50, 100, 200 y 250 g/1.

El medio basc contiene 200 g/l de sales totales y se
compone de (g/l): NaCl 158.9: MgCl, 13.8; MgSO, 20.9;
CaCl; 1.5: KC14.2: NaHCO; 0.2: NaBr 0.5.

Estas mezclas basicas de sales pueden ser
suplementadas con alguno de los tres medios descritos a
continuacion (g/1): 1) Peptona P (Oxoid). 10. u) Extracto
de levadura, 10 Proteosa Peptona (Difco), 5; glucosa. 1.
1) Extracto de levadura, 5. glucosa, I: y extracto de
suelo. El extracto de suelo se prepara esterilizando
volimenes iguales de suclo de jardin con su
corrcspondicnte mezcla de sales: después de decantar. se
tiltra a través de papel de filtro v se agrega al filtrado €l
resto de los nutrimentos. Los valores de pH se ajustan a
7.5 con KOH.

Medio para el aislamiento de Acetobacter (Cavalcante y
Débereiner. 1988)

Fundamento:  Estc medio scmi-solido esta basado
principalmente en ¢l medio NFb al cual se le hicieron
algunas modificaciones para crecer Acetobacier la cual
tolera condiciones acidas en el medio.

Solucion A: (g/l) caha de azicar (o sacarosa o
glucosa), 100; MgS0..7H,0, 0.2. CaCl,2H,0, 0.02;
FeCl.6H,0. 0.01; agar, 2.2 (mg/) Na,M00,.2H;0, 2:
solucion al 0.5% (disuelta en 0.2 N KOH) de azul
bromotimol. 5 ml: agua destilada. 900 ml.

Solucion B: (g/©) K;HPO.. 0.2: KHPO, 0.6. agua
destilada. 100 ml.

Comentarios: Se recomienda esterilizar las dos soluciones
por separado y mezclarlas después de enfriarse. Después

se acidifica el medio con acido acético a un pH de 4.5.
Para la punficacion de los aislamientos, se suplementa ¢l
medio con 0.02 g de extracto de levadura y 15 g de agar.
El proceso de aislamiento puede ser mas eficiente
adicionando jugo de cafia al 1%. Las colonias presentan
un color anaranjado oscuro.

Medio para el aislamiento de bacterias diazotroficas
marinas (HGB)

Fundamento: El medio HGB sc basa en el medio OAB
(Okon et al., 1977) modificado para el aislamiento de
bacterias mannas. Sc considera util para el aislamiento de
vibrios diazotroficos (Holguin er al., 1992).

Solucion A: (g/890 ml de agua destilada) acido DL-
malico, 5; NaOH, 3; MgS0,.7H,0, 3; CaCl,, 0.02; NaCl,
20: extracto de levadura. 0.1.

Solucién B: (solucidon concentrada o "stock”, g/500 ml
agua destilada) FeCly, 0.5: Na,M00,4.2H;0, 0.1. MnSQO,,
0.105; H;BO:, 0.14. CuCl,.2H,0, 0.0014. ZnSO,.7H,0,
0.012.

Soluciéon C: 100 mi PBS 0.39 M, pH 7.6.

10 ml de la solucidn (B) se agregan a la solucion (A) v se
esterilizan. Después de enfriarse, se mezcla esta solucion
con la solucion amortiguadora (C), la cual debe
esterilizarse por separado.

Medios para el aislamiento de Bacillus

Las especies de Bacillus se seleccionan sometiendo
las dilucioncs bacterianas a tratamientos de calor (100°C)
por periodos dc I35 minutos antes de proceder con la
siembra sobre medio TSA solido diluido diez veces
(Tipping ef al.. 1989).

Medio para el aislamiento de Azotobacter (Kole et al.,
1988).

Fundamento: El medio no contiene fuente de mtrogeno y
se basa en la utilizacion de extracto de suelo y de manitol
como fuente de carbono.

Composicion (g/l): KH.POs, 1.0; MgS0.7H,0; 0.2;
NaCl. 0.2: FeSO,. 7TH,0, 0.005; extracto de suelo, 100
ml; agua destilada. 900 ml; agar, 15; y manitol, 20. El pH
se ajusta a 7.6 con NaOH antes de esterilizar. El manitol y
el FeSQ. sc esterilizan por separado y se agregan al resto
del medio al enfriarse. El extracto de suelo se prepara de
la siguiente mancra (Page, 1986): El matenal que no es
suelo s¢ descarta mediante tamizado y el suelo se
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pulveriza asépticamente. El suelo pulverizado (10g) se
agita con 90 ml de agua destilada estéril durante 15 min.
Un mulilitro de esta suspension se diluye en 9 ml de NaCl
al 0.85% y un mililitro de ella se siembra en medio libre
de nitrégeno. Las placas se incuban durante 4-5 dias a
26°C.

AISLAMIENTO DE HONGOS
ENDOMICORRIZICOS

Fundamento: Las esporas producidas por los hongos
endomicorrizicos V-A y localizadas en ¢l suelo son de
gran importancia ya que al no poder crecer éstos en
cultivos axénicos, es necesario inocularlos a una planta
hospedero. Para lograr este fin, se requiere la separacion
de esporas del suclo, tratando de obtener una muestra que
contenga la maxima cantidad de ellas (98-100% de
extraccion). Previo a la inoculacion es necesaria llevar a
cabo la identificacion del hongo, la cual también sdlo es
posible mediantc sus esporas o esporocarpos. La
colonizacién producida también puede identificarse por
medio de la observacion microscopica, por ejemplo, unas
especies producen solo colonizacion arbuscular, otras
vesiculas lobuladas y otros rasgos anatomicos de un
hospedero especifico. Sin embargo, la identificacién de las
distintas especies en cada género estd basada en la
caracterizacion morfologica de las esporas, en donde se
considera tamaiio, color, forma, estructura citoplasmatica,
estructura superficial, nimero de paredes, grosor de ¢stas,
entre otros caracteres.

Para describir las especies de los hongos
endomicorrizicos o probar su efectividad, se deben de
propagar las esporas aisladas con el fin de obtener
cultivos puros en cantidades masivas de una sola cepa. La
noculacion de plantas hospederas es la unica forma de
asegurarse que se aislaron esporas de hongos que forman
la endomicorriza vesiculo-arbuscular.

Muestreo

Para determinar la poblacién de esporas en el suelo se
toman muestras de la rizosfera de la planta o de la capa de
material organico. Se puede utilizar un tubo de metal de 3
cm de diametro intemo, el cual se introduce en forma
vertical al suelo. La muestra esta integrada por la zona
correspondiente a 4-8 cm de profundidad, aunque en
especies vegetales con raices profundas pueden ser mas de
20 cm. Dicha muestra se conserva en bolsas de plastico
almacenada a 4-10°C hasta su procesamiento.

Extraccién de esporas

El método de tamizado y decantacion (Gerdemann y
Nicolson, 1963) permite la extraccion de esporas en up
buen porcentaje y es un método muy utilizado. La
desventaja es que no ofrece una buena separacién de
esporas del material organico.

El método de centrifugacion en sacarosa (Jenkins,
1964) tiene como objetivo la mejor separacion de las
esporas del suelo y del matenial organico, ya que facilita el
aislamiento y la identificacion. Su desventaja es que el
decantado, agua y material organico puede contener
muchas esporas que se pierden, y la solucion de sacarosa
puede dafiar a las esporas si no se elimina rapidamente.

1dentificacion de esporas

La identificacion de las esporas se basa en: extraccién
de esporas, examen de las esporas al microscopio
estereoscopico, preparacion de laminillas, observacién
microscopica y el uso de guias tentativas y finales.
Preparacion de lamunillas.- En cada preparacion se
colocan de 20 a 25 esporas intactas y otro tanto de
esporas rotas sutilmente, para observar su tipo de pared.
El medio de montaje que se recomienda es la mezcla de
alcohol polivinilo-acido lactico (PVL) compuesta por
alcohol Polivinilo, 56 ml; acido lactico, 22 ml; glicerol, 22
ml, ya que es el que menos afecta la morfologia de las
esporas. El medio de montaje utilizado puede provocar
cambios trascendentales en las esporas y en su
identificacion final, lo que afecta notablemente Ila
observacion de la morfologia de la pared.

Observacion microscopica.- Se caracteriza la superficie de
la espora, la presencia de saculo esporifero, la forma de la
hifa sustentora, color y forma de la espora. Los diferentes
tipos de pared que existen en una espora han sido
esquematizados por Morton (1986).

Uso de guias tentativas y finales.- Schenck y Pérez (1990)
publicaron informacion acerca de la identificacion de
especies de hongos formadores de endomicorriza V-A,
conjuntando todas las especies identificadas y un resumen
con caracteristicas recién incluidas de cada una de cllas.

Técnicas de propagacion

Para la propagacién del inoculante se recomiendan
plantas de crecimiento rapido (ciclo vegetativo corto), qué
desarrollen un sistema radical amplio con un peso fresco
de mas de 50 g, que el follaje tenga cobertura minima para
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que la densidad de plantas por unidad de area sea mayor,
exigencia moderada en el riego y que sea altamente
susceptible a la colonizacién micorrizica. En la Seccion de
Microbiologia de Suelos del Colegio de Postgraduados, en
Montecillo, México, se utilizan plantas como cebolla
(Allium cepa), frijol comun (Phaseolus vulgaris), frijol
ayocote (Phaseolus coccineus), alfalfa (Medicago sativa)
y maiz (Zea mays).

Todas las técnicas para la propagacion de cepas
micorrizicas se basan en la inoculacion de esporas. raices
colonizadas o mezclas de ambas:

1.- Método de embudo (Gerdemann, 1955). Se hace un
embudo de aluminio y se coloca algodén en la parte
terminal de un embudo de vidrio. Se llena ¢l embudo con
arena de cuarzo y se colocan de 20 a 50 esporas iguales.
Se siembran semillas desinfectadas superficialmente y se
agrega agua destilada y esterilizada. Cuando germina la
semilla en ¢l embudo. se coloca en un matraz Erlenmeyer
con agua destlada. 15 dias después, el embudo se
sumerge en una solucion nutritiva (Long Ashton) por un
periodo de 24 horas la cual contiene los siguicntes
ingredientes: NaNQ,, 0.808g; Ca(NOQ,),.4H,0, 0.944g,
MnSO,4H,0. 0.0022g; CuSO,5H;0, 0.00025g;
ZnS0..7TH,0, 0.00029g. H;BO;, 0.00310g. NaCl.
0.00590g; (NH.)sMo0,0,4..4H,0. 0.000088 g; citrato
férrico al 1%, 2ml; agua destilada, 1000 ml. Después de
24 horas se vuelve a colocar el embudo en agua destilada.
Al mes de crecimiento, se evalua la colonizacion.

2.- Método de moculacion en invemadero. El suelo
furuigado s¢ coloca en una maceta desinfectada con
formaldehido al 0.1% y posteriormente con alcohol. La
maceta se llena hasta tres cuartas partes de su capacidad
total. El inoculo endomicorrizico se coloca en una capa
homogénea, en la parte supcrior de la maceta debajo de
una capa pequena de suelo fumigado. Las macctas se
llenan hasta su capacidad total con suelo fumigado. Se
procede a la siembra con semillas desinfectadas. Se
manticne bajo condiciones de invernadero de tres a cinco
meses.

3- Meétodo utilizado en el ClAT-proyecto Micorriza
(Sieverding, 1991). Estc método sc utiliza para propagar
cepas aisladas. S¢ usan vasos con capacidad de 200 g que
contienen suelo. cuyas condiciones quimicas correspondan
en forma aproximada con las del sitio original dc donde
proviene la cepa. Dicho suelo se esteriliza en autoclave. Se
hace un hoyo de 2 a 3 cm de profundidad en el suelo y se
colocan cn ¢l de 25 a 50 esporas. Se tapa el hueco y se
siembra la semilla desinfectada de Pueraria phaseoloides.

Posteriormente se agrega el equivalente a 12.5 kg P, 40 kg
Ny 25 kg Mg ha'. La solucién dc fertilizante utilizada
ticne ademas un inoculo de Rhizobium. Las plantas sc
dejan crecer seis semanas y después s¢ transplantan a
macctas de 3 kg de capacidad quc contiencn ¢l mismo
suelo al puesto en los primeros vasos.

Evaluacion de la colonizacion micorrizica

La evaluacion de la colonizacion puede ser una simple
observacion de la presencia de hongos endomicorrizicos
quc colonizan las raices de las plantas. A menudo se
requiere una cuantificacion para correlacionar ci efecto de
los tratamicntos con los niveles de colonizacion. En
ocasiones se requicre la evaluacidén de la colonizacion
micorrizica simplemente para observar un inoculo
establecido en suelo esterilizado.

Metodologia. Se considera aceptable tomar al azar como
muestra representativa las raices de cinco plantas en una
superficie de 12m’. Las muestras radicales pueden
procesarse inmediatamente o fijarse en FAA (90 ml de
alcohol al 50%, 5 ml de acido acético y 5 ml de
formaldehido) para su examen posterior.

Tincién de raices.- Involucra los pasos de a) clarco. b)
blanqueo, ¢) acidificacién, d) tincion, €) decoloracion.

a) Las raices libres de suelo se colocan cn capsulas
estenilizables. en un vaso de precipitados al que sc agrega
suficiente KOH al 10% para cubrirlas. Después se
calientan 10 minutos bajo 10 libras de presion en el
autoclave. Se retira el KOH y las capsulas con las raices
se ¢cnjuagan con agua destilada.

b) Se agrega Hy,O, al 10% para cubrir las raices durante
tres minutos v se enjuaga con agua destilada.

c) Las raices se cubren con HCI al 10% por tres minutos.
se elimina el acido v sin enjuagar se procede a la tincion.
d) Las capsulas con raices se cubren con una solucion de
azul tripano al 0.05% en lactoglicerol (acido lactico-
glicerol) v se calientan por 10 minutos a 10 libras de
presion ¢n ¢l autoclave.

¢) Se elimina el colorante v s¢ decoloran las raices con
lactoglicerol limpio.

Después de la tincion se procede a la determuinacion
del porcentaje de colonizacion micorrizica V-A cn raices
lo cual se realiza por microscopia Optica por varios
métodos. Uno de cllos es el método de Phillips y Havinan
(1970), el cual requiere el montaje de raices tefiidas en
portaobjetos. La desventaja de este método es. que no se
toma en consideracion la longitud del sistema radica o
volumen de suelo, los cuales intervienen cn ¢l valor rcal de
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la colonizacién. Marsh (1971) utiliza el método de
interseccion de cuadrantes. Por este método se evalia
porcentaje de raices colonizadas. Es util cuando se cuenta
con un nimero grande de muestras, sin embargo, por
medio de este método solo es posible cuantificar
colonizacion total.

AISLAMIENTO DE HONGOS
ECTOMICORRIZICOS (Ferrera-Cerrato, 1993)

Fundamento: Estos hongos pueden aislarse de tejido del
cuerpo fructifero (esporoforo, esclerocios, rizomorfos y
esporas). Una vez aislados y estudiados desde el punto de
vista morfoldgico a nivel macroscdpico y microscopico, se
propagan para que sirvan de inéculo en las pruebas de
micorrizacion in vitro en los medios escogidos.
Aislamiento de los hongos ectomicorrizicos a partir de
los cuerpos fructiferos. a) Una vez localizado el espéci-
men, se escarba el suelo para sacarlo totalmente y se
envuelve cuidadosamente en papel encerado. b) Se limpia
el cuerpo fructifero con lavados abundantes con agua
destilada y esterilizada. ¢) Se parten a la mitad y se toman
fragmentos de la parte camosa para sembrar en los
medios de Hagem (Palmer, 1969), PDA (papa dextrosa
agar) y el medio Melin-Norkrans modificado (MNM)
(Marx, 1969).

Medio Hagem: KH,PO4, 0.5 g; MgSO,7H,0, 0.5 g;
NH.CL, 0.5 g; FeCl; (solucion acuosa al 1%), 10 gotas;
glucosa, 5 g; extracto de malta, 1000 g; pH, 5.

Medio Melin-Norkrans modificado: Extracto de malta,
0.3 g; glucosa, 10 g; (NH,),HPO,, 0.25 g; KH,P0, 0.5 g;
MgS0, 0.15 g; CaCl,, 0.05 g; FeCl; (solucion acuosa al
1%), 10 gotas; NaCl, 0.025 g; clorhidrato de tiamina,
1000 mg; agua destilada 1000 ml; pH después de
esterilizar, 5.5 a 5.7. Los medios inoculados se incubaran
a 28°C a temperatura ambiente.

Aislamiento a partir de las estructuras micorrizicas.
Las raices se lavan y se selecciona la micorriza mas
sencilla. Se corta la raiz con micorriza en fragmentos de |
a 2 em y se colocan en un vial o tubo de centrifuga con
perforaciones. Después se toman los viales con la muestra
y se colocan en un recipiente conteniendo ! litro de agua
destilada mas 2-3 gotas de Tween 20 y se agita uno o dos
minutos con fuerza.

Se ponen los viales con las muestras a un recipiente de 1
litro que contenga una soluciéon acuosa de HgCl, (100
ppm) durante 1-4 minutos.

En condiciones estériles se pasan los viales con lag
muestras:

1) A agua destilada estéril (1 minuto).

2) A nueva agua destilada y estéril (5 minutos).

3) A nueva agua destilada y estéril (10 minutos).

Se separa la micorriza y se transfiere a medio de Melin y
Norkrans, Hagem o PDA. Se recomienda poner s6lo una
estructura por tubo de ensayo. Las colonias que se forman
se siembran a cajas individuales.

Pruebas de micorrizacién in vitro

Se usan para estas pruebas las semillas de pino. Este
método es el utilizado por el Servicio Forestal de los
Estados Unidos.

a) Semillas de buena calidad se colocan en viales de
plastico perforados y el vial con las semillas se lava
durante una hora con agua de la llave,

b) El vial con las semillas se pasa a una solucion de
Tween 20 con agitacion durante hora y media y después
se lava abundantemente con agua durante el mismo
tiempo.

c) Se sumerge el vial a una soluciéon de H;Q, al 30% con
agitaciéon durante una hora y después se lava con dos
litros de agua destilada en condiciones asépticas.

d) Se escurre el agua destilada y se pasa la semilla a una
caja de Petri estéril y vacia.

¢) Se colocan las semillas sobre PDA (papa dextrosa agar
al 1%) o agua-agar, cuidando que la tercera parte de la
semilla quede clavada en el medio y se ponen a germinar.
f) De acuerdo al método implementado por Zak (1976), en
un matraz de dos litros se mezclan 840 ml de vermiculita
en 60 ml de turba molida, s humedece con 550 ml en
solucion mineral de medio de MINM. Se esteriliza una
hora a 120°C con un pH final entre 5y 5.5.

g) Se propaga el hongo en tubo inclinado. Cuando éste ha
crecido, se suspende homogéneamente y se inoculan 5-10
ml en el sustrato donde crece la planta que se transplanto.
h) Las plantas inoculadas se colocan en una camara de
crecimiento con luz incandescente y fluorescente a una
temperatura de 22-25°C con un fotoperiodo de 12 horas
luz, 12 horas oscuridad.

La micorriza puede tardar en formarse de cuatro, seis
a ocho meses. Después se puede proceder a la evaluacion
de la micorriza, lo que incluye evaluar forma, color,
formacion de rizomorfas y porcentaje de colonizacion.

Para mas informacién sobre produccion de inoculo
con hongos ectomicorrizicos y su manejo en 12
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inoculacion a nivel de vivero forestal, consultar a Ferrera-
Cerrato (1993).

CARACTERIZACION DE BPCP
Pruebas in vitro de actividad antimicrobiana

Fundamento: La seleccion de BPCP en ocasiones se
fundamenta en ¢l antagonismo bacteriano hacia patogenos
vegetales. Las principales dificultades a las que se
enfrenta el investigador al identificar aislamientos
microbianos utiles como agentes de control biologico, es el
gran numero dec cepas que hay que examinar para
encontrar candidatos potenciales. No existen reportes que
identifiquen con éxito caracteristicas utiles asociadas con
la inhibicion de patdgenos que ayuden a desechar a
aquellos aislamientos prometedores dentro de cualquier
coleccion (Hagedorn et al., 1989).

1. Ensayos en agar. 1) Las cepas bacterianas aisladas se
inoculan en el centro de una placa con papa-dextrosa-agar
y se incuban a 28°C. El crecimiento bacteriano concluye
despucs dc cuatro dias st se exponcn las cajas a vapores
de cloroformo. l.as esporas dc los patogenos fingicos se
suspenden en agua destilada estéril y se rocian en
aspersiones sobre las placas que conticnen los
crecimientos bacterianos. Las zonas de inhibicion se
miden después de 36 horas de crecimiento a 28°C (Juhnke
et al., 1987). ii) Las esporas en suspension se obtienen
cubricndo por completo o “inundando” el cultivo de la
placa con Tween 40 estéril. Las suspensiones de esporas
(0.5 ml) se plaquean sobre el mismo medio que se utilizd
para el aislamiento y se dejan secar por dos o tres horas,
Los aislamientos bacterianos se inoculan (a través de
picaduras en cuadrantes) en las placas con agar contc-
niendo ¢l hongo patdgeno y se incuban (en el caso de
Fusarium oxysporum la incubacion es por siete dias a
27°C). La produccion de antibiéticos se observa como una
zona de inhibicion de crecimiento alrededor del lugar
donde s¢ inoculd la rizobacteria (Kremer ef al., 1990).
Desventajas: A pesar de que muchos estudios han
uttlizado los ensayos en agar para detcrminar la inhibicion
a patogenos nducida por aislamientos de BPCP. esta
practica es controversial. El ensayo en agar. aunque
sencillo de realizar, presenta la desventaja de no contar
con la presencia de la planta, la cual puede ser
determinantc para la supervivencia. colonizacion, y
actividad inhibidora de la bactena hacta ¢l hongo
patogeno.

2. El ensayo en plantas. El ensayo "en planta" es
representativo de las condiciones a las cuales sc exponen
las bactenias. una vez que se inician las pruebas de campo
(Hagedom et al., 1989). El siguiente es solo un ejemplo de
los numerosos ensayos "en plantas" utilizados para
identificar  aislamientos para control biologico de
enfermedades.

El patégeno fingico s hace crecer en papa-dextrosa-agar
por 72 horas. despucs. una de las placas sc macera con
100 ml de solucion amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH
6.8. El homogeneizado se utiliza como inoculo para 4 kg
de una mezcla csténl de arena y vermiculita esténl (1:1,
v/v), suplementada con carbonato de calcio (10 g/kg), y
empacada en tubos de ensaye de vidrio estériles (200 mm
x 25 mm). Los tubos se llenan hasta los 15 cm de altura y
s¢ humedecen con 18 ml de solucion nutritiva de
Hoagland al 50%. Sc colocan las semillas, las cuales va
han sido estenlizadas. sobre la superficic del suelo y se
inoculan con aproximadamente 50 pl de 107 ufc/ml de la
suspension bacteriana deseada. Después se cubren las
semillas con una capa de 2 ¢cm de mezcla de suelo
infestada, y se agregan 3 ml de solucion nutritiva. Como
controles positivos se utilizan cepas de referencia de
BPCP, asi como semillas no tratadas en mezclas de arena
y vermiculita inoculadas y no inoculadas con el patogeno.
Si alguna de las cepas de prueba indica tan buenos
resultados como la ccpa de referencia, se le considera un
agente de control biolégico prometedor.

3. Capacidad antagonica de BPCP regulada por
sider6foros. Un gran nimero de bacterias tales como
Vibrio cholerae. Bacillus  megaterium. Azotobacter
vinelandii, Pseudomonas fluorcscentes, y muchos hongos
ascomicetos v basidiomicetos son productores  de
sideroforos, las cuales son moléculas muy diversas con
reccptores para fierro que participan en el transporte de
fierro a la cclula bacteriana. Estos sideréforos agotan dec
manera cficiente el fierro del ambiente, convirtiéndose en
un clemento limitante para ciertos MICrOOrganismos,
incluyendo los patogenos vegetales (Glick, 1995: Kremer
et al., 1990). La actividad antagonica de Pseudomonas
promotoras de crecimiento vegetal puede ser determinada
de acuerdo a su habilidad para inhibir el crecimiento de
Erwinia agricola y [ oxysporum cn medios pobres cn
fierro talcs como el medio SR y ¢l medio SR-Fe’' (20 g de
FeCly/ml). Supucstamente. las nizobactenias capaces de
inhibir microorganismos patégenos cn medio SR pero no
en medio SR-Fc¢*. producen sideréforos quelantes de
fierro extracclulares. Cuando la inhibicién de la enferme-
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dad es duplicada por el sideroforo purificado y la
inhibicidn es revertida al agregar el hierro, se puede inferir
la participacion del sideroforo en el control de la enfer-
medad (Hamdan ef al., 1991).

Caracterizacion de BPCP a nivel de especie

La deteccion de BPCP nuevas se puede abordar de
dos maneras: (i) a través del aislamiento de cepas
diferentes de especies conocidas y (i) aislando especies
nuevas, proceso que requiere de tiempo y esfuerzo
considerable. En algunos casos es dificil saber cual
abordar, debido a que no se puede saber de antemano qué
especies encontraremos. Sin embargo, es importante
considerar las dos posibilidades, ya que en el caso de que
el investigador solamente desee encontrar cepas mejores
que las que tiene, pero de la misma especie, ¢l tiempo y
dinero invertido en el proceso se ve sustancialmente
reducido.

Sondeo inicial (screening)

Este sondeo debe realizarse de acuerdo con
caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas, bioquimicas y
putricionales de los aislamientos, considerando que
mientras mas pruebas se realicen, es mejor. Muchas de
estas pruebas, listas v tablas existen en las referencias
bibliograficas. Debido a la falta de espacio, sdlo se citaran
aquellos trabajos que estén disponibles en la literatura.
Aungue obsoleto para algunas especies, debe consultarse
el manual Bergey de Bacteriologia Sistematica (Bergey's
Manual for Systematic Bacteriology, 1984), por lo menos
para la descripcion a nivel género. Las fuentes de
informacion para la descripcion de especies son: para
Azospirillum (Bashan ef al., 1989; Bashan et al., 1991;
Débereiner et al., 1976; Magalhies y Dobereiner, 1984
Reinhold er al., 1987, Tarrand er al, 1978); para
Herbaspirillum (Baldani et al., 1986), y para Acetobacter
(Cavalcante y Dobereiner, 1988). En cuanto a Pseudo-
monas, muchas especies aisladas del campo son muy
heterogéneas, estan vagamente definidas y no encajan de
manera precisa dentro de las subdivisiones taxondémicas
establecidas (Lifshitz er al., 1986). Miembros del género
Pseudomonas pueden clasificarse dentro de diferentes
grupos con base en 1) caracteristicas fenotipicas (Stanier
et al., 1966); i) caracteristicas bioquimicas y de cultivo
(Holding y Collee, 1971; Hugh y Gilardi, 1974); iu)
homologia rRNA-DNA (Palleromi ef al, 1973), iv)
composicion de acidos grasos celulares con énfasis en

acidos grasos hidroxi (Ikimoto et al., 1978; Oyaizu y
Komagata, 1983; Watanabe ef al., 1987).

Homologia de DNA y RNA

Para relacionar taxondmicamente alguna cepa con
alguna especie conocida después de haber completado los
primeros pasos de identificaciéon, se cuenta con las
prucbas de homologia del RNA y DNA, las cuales
constituyen herramientas muy utiles para estos propositos.
Estas pruebas no son especificas para BPCP. Por lo tanto,
cualquier metodologia general sobre homologia del DNA
y RNA puede ser utilizada para caracterizar nuevas
especies tales como los métodos de Johnson (Johnson,
1981) empleados para caracterizar cepas de Azospirillum
(Falk et al., 1985; 1986). El principal inconveniente que
encierran estos metodos es que para llevar a cabo la
comparacién de los nucledtidos, se requieren cepas de
referencia provenientes de una coleccion.

Andlisis del perfil proteico en una o dos dimensiones
(fingerprinting)

Fundamento: Estos métodos tan fidedignos utilizan un gel
de poliacrilamida para electroforesis con dodecil sulfato
sédico en una o dos dimensiones (SDS-PAGE). En ellos
se emplean las proteinas solubles o totales de las cepas de
prueba para compararlas con las proteinas respectivas de
las cepas de referencia. Estas técnicas permiten diferenciar
con exactitud las cepas de referencia y en muchos casos
son sensibles a nivel especie. De esta manera se pueden
caracterizar y comparar un gran numero de cepas
problema en periodos relativamente cortos. El analisis de
proteinas totales en dos dimensiones es adecuado para la
caracterizacion de cepas, diferenciando aun aquellas
estrechamente relacionadas; aquellas cepas que produzcan
una imagen "fingerprinting” idéntica en dos dimensiones,
estan estrechamente relacionadas, si no es que son
idénticas (De Mot y Vanderleyden, 1989; Lambert ¢! al..
1990). Estas técnicas son utiles para procedimientos de
patente.

Cada uno de estos métodos consta de dos etapas: 1a
etapa que comprende la extraccion de proteinas es crucial.
Extraccién de proteinas solubles (Bally et al., 1990;
Kersters y De Ley, 1975). Las proteinas solubles pueden
obtenerse sometiendo la suspension bacteriana 2
sonicacion fuerte. Las proteinas presentes en la mezcla ¢
concentran mezclando con acetona a una proporcion de
1:5 (v/v). Después de centrifugar a 15 000 x g, s¢ descarta
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el sobrenadante y la acetona remanente se evapora del
aglomerado o "pellet” bajo condiciones de vacio. El
aglomerado que se obtuvo se suspende en solucidn
amortiguadora Tns-HCl 62 mM, pH 6.8 suplementada
con 2.3% de SDS (dodecil sulfato sodico) (p/v) y 5% de
B-mercaptoetanol (v/v). Se hierven las muestras por tres
minutos antes de realizar la electroforesis. Otros métodos
de extraccion de proteinas solubles descritos en un
principio para Bradyrhizobium (Kamicker y Brill, 1986)
y Bacillus (Shivakumar et al., 1986) han sido utilizados
con éxito para la caracterizacion de Azospirillum (Bilal et
al., 1990; Sundaram et al., 1988).

Extraccién de proteinas totales.

Método # 1 (De Mot y Vanderleyden, 1989).

Los aglomerados de células en fase estacionaria son
lavadas en solucion salina de fosfato, pH 7.2, se
suspenden en 0.75 ml de soluciéon amortiguadora de
extraccion que estd compuesta por: sacarosa 0.7 M; Trnis
0.5 M, HCI 30 mM, EDTA 50 mM, KCI 0.l My
dithiothreitol 40 mM e incubadas durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Después se agrega un volumen
equivalente de fenol (saturado con solucion Tris-HCI 50
mM, pH 80). La mezcla se mantiene en agitacin
continua. Después de obtener separacion de fases por
centrifugacion, la fase que contiene el fenol se recupera y
se vuelve a extraer por dos ocasiones con un volumen
equivalente de la solucion amortiguadora de extraccion.
Las proteinas se precipitan de la fase fenolica adicionando
cinco volumenes de acetato de amonio 0.1 M disuelto en
metanol. Se incuba la mezcla durante varnas horas a
-20°C. El precipitado se lava dos veces con solucion fria
de acetato de amonio y finalmente con acetona fria al
80%. El aglomerado se seca al aire y se disuelve en 75 pl
de la siguiente solucion litica (que provoca lisis),
compuesta de urea 9.8 M. 2% (v/v) Nonidet P-40 (LKB),
dithiothreitol 100 mM y 2% (v/v) de una mezcla de
anfolinas (ampholytes) de pH 5-7 y de pH 3.5-10 (LKB) a
una proporcion de 5:1. Las muestras se almacenan a
-80°C.

Método # 2 (Lambert et al., 1987).

Cada una de las cepas de prueba se transfiere a cada uno
de los pozos colocados en dos placas de cultivo de tejidos
que contienen 48 pozos (Costar Europe). Los pozos deben
contener 500 pl de caldo de soya triptica (TSB). Las
bacterias se incuban en los pozos por un periodo de
exactamente 48 horas a 28°C. Después se agrega glicerol
(concentracion final, 23% [v/v]) a los cultivos bacterianos
ya desarrollados. Una placa se almacena a -70°C y la otra
se utiliza para caracterizacion posterior de la célula.

Las placas de cultivo dc tejidos conteniendo las cepas
completamente desarrolladas se centrifugan durante 30
min a 300 X g (angulo fijo) utilizando un adaptador
especial. Se descartan los sobrenadantes. Se preincuba
cada aglomerado durante 15 min a 37°C en una solucion
de lisoztma conteniendo 2 mg de lisozima por ml de
polietilenglicol al 12%. Las proteinas celulares totales se
extraen hirviendo cada aglomerado a 95°C durante 10
min en 50 pl de una mezcla de solucion amortiguadora
compuesta de 2.5% dodecyl sulfato sodico, 0.125 M
B-mercaptoetanol, 150 mM Tris a pH 8.8, 4 mM EDTA,
0.75 M sacarosa, 0.075% azul de bromofenol) y se sonica
por 10 segundos. Después de enfriarse en hiclo, se le
agregan 7 pl de una solucién de yodoacetamida, 0.5 M.
Analisis monodimensional del perfil de proteinas
solubles (Kamicker v Brill, 1986; Sundaram et al., 1988).
Las muestras se someten a la técnica de electroforesis en
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) en una dimension
utilizando gel de resolucion al 12% y gel concentrador al
5%. Se ponen 10 ul de muestra en geles conteniendo 50-
100 g de proteina por pozo, una vez que sc llevo a cabo la
estimacion de proteina por medio de la técnica de
Bradford (Bradford, 1976). Después de una clectroforesis
estandar, se tifien con azul de Coomassie R-250, 0.2%
(p/v) durante una hora. Se enjuagan durante toda la noche
en acido acético al 7% y se decoloran en una solucion de
metanol absoluto, 4cido acético glacial y agua (9:2:9,
viviv). Después de fotografiar los geles, se detectan las
bandas por medio de un densitometro o "scanner” en su
hendidura mas angosta para lograr una resolucion
maxima.

Se comparan las fotografias de las huellas proteicas de las
cepas microbianas, marcando con un mismo nUmero
aquellas huellas que sean correspondientes o iguales y
marcando con diferentc niimero aquellas que no coincidan.
La numeracion de los tipos de huella se realiza secuencial-
mente. Se logra la identificacion de la composicion
quimica de los tipos de huella por medio de pruebas
bioquimicas clasicas en combinacion con estuches o "kits"
comerciales para identificacion (Lambert et al., 1987).
Este tipo de caracterizacion puede también utilizarse para
comparar proteinas de envolturas celulares asi como para
el analisis de lipopolisacaridos (Van Peer et al.. 1990).
Analisis bidimensional del perfil proteico total (De Mot
y Vanderleyden, 1989).

La resolucion de todas las proteinas presentes en la cclula
pueden conseguirse en un gel bidimensional que separa
las proteinas primero por carga y después por tamaifio.
La separacion por carga se logra mediante enfoque
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1soeléctrico (IEF), la cual se lleva a cabo con geles dentro
de un tubo IEF (8 X 0.1 cm) conteniendo urea 9.8 M,
Nonidet P-40 2% (v/v), anfolinas 6.4% (v/v) pH 5-7,
anfolinas 1.3% (v/v) pH 3.5-10, N,N'-methylene-
bisacrylamida 0.23%, y acrilamida 4%. Posterior al pre-
enfoque (15 min a 200 V, 30 min a 300 V y 60 min a 400
V) se cargan 10 pl de muestra en el extremo basico de los
geles y se cubren con 10 pl de una solucion conteniendo:
urea 8 M, anfolinas 1% (v/v), Nonidet P-40 5% (v/v) y
dithiothreitol 100 mM. La solucion amortiguadora de la
parte superior (catodo) consiste en NaOH 20 mM; la
solucion de la parte inferior (anodo) consiste en HyPO, 10
mM. El enfoque hacia el equilibrio se lleva a cabo durante
20ha400V.

La segunda dimension (SDS-PAGE) se lleva a cabo en
geles en placa (5% del gel concentrador, 15% del gel de
separacién, 0.1% SDS). Los geles [EF se extraen del
tubo, se corta la parte correspondiente a cada banda y se
coloca cada banda por separado en el gel concentrador. Se
cubren con una solucién amortiguadora de equilibrio
(Tris-HCI 60 mM, pH 6.8, SDS 2%, dithiothreitol 100
mM, glicerol 10%, azul de bromofenol 0.002%). Se deben
utilizar estandares de intervalos bajos. Después de
equilibrar por un periodo de 10 min, se corren los geles a
15 mA. Se tifien con azul de Coomassie R-250 y se
deshidratan en un secador de geles en placa. Los
resultados se analizan a partir de las fotografias de los
geles.

Identificacién de cepas por medio del polimorfismo en
la longitud de los fragmentos de restriccién (restriction

fragment length polymorphism) (RFLPs) (Brown ef al.,
1990)

Fundamento: Esta técnica es particularmente util para la
identificacion de cepas especificas. Por medio de este
procedimiento se aisla todo el genoma y se divide con una
o varias endonucleasas. Los fragmentos de DNA resul-
tantes se separan por tamafio por electroforesis en gel de
agarosa y se prueban o sondean (probe) con un
fragmento de DNA clonado. Se determina la especificidad
por medio de la secuencia de la sonda y de los patrones de
digestion de las endonucleasas de restriccion. Las
secuencias de la sonda son muchas veces repetitivas, lo
que incrementa la sensibilidad de la deteccion. Las
enzimas de restriccion utilizadas con mayor frecuencia

tienen sitios de reconocimiento a seis pares de bases. Estog
dos factores, (i) secuencias repetitivas y (it) sitios cortog
de reconocimiento de la enzima, eliminan factores de
variacién debidos a pérdida de secuencias o rearreglos.
También generan un perfil de RFLP, que al compararse
con el perfil estandar RFLP de alguna cepa, confirma o
anula la identidad de la cepa.

Procedimiento:

1. Extraccion del genoma. Los aglomerados celulares
obtenidos de 20 ml de una suspension de células
bacterianas en fase estacionaria se suspenden en solucion
Tris 50 mM, pH 8.0, con 20% de sacarosa. Se tratan con
1 mg/ml de lisozima después de haber agregado 100 ml de
EDTA 25 mM, vy de haberse hisado en SDS al 0.5%
(agregado al 10%). Después del proceso de digestion con
RNasa A (40g/ml) y proteinasa K (20 g/ml), se separa €}
DNA en gradientes de CsCl, con la presencia de bromuro
de etidio, precipitado con isopropanol, lavado con etanol
al 70%, y liofilizado. Los aglomerados se suspenden en
agua destilada. La concentracion de DNA se determina a
260 nm.

2. Obtencion de los fragmentos de digestion y sondeo. Se
incuban 3 pg de DNA gendémico con 15 unidades de la
enzima de restriccion apropiada (e.g. EcoRI, PSTI or
Pvull) en un volumen total de 28 l durante 2 horas. Se
marca un plasmido sonda (pAM141) utilizando ya sea el
estuche "Oligo Labellng Kit" (no. 27-9250-01,
Pharmacia) o el estuche de marcaje y deteccion de DNA
(no-radioactivo, No. 1093-625, Boehringer Manheim).

3. Electroforesis y "blots" (se denomina blot a lo que
resulta de transferir el DNA de los geles de agarosa a
membranas de nitrocelulosa). Las muestras del DNA
genomico digeridas se someten a electroforesis en agarosa
al 1% (Maniatis et al., 1982) y se blotean al vacio a
GeneScreen Plus (NEN Research Products), de acuerdo
con el fabricante (Pharmacia). Los marcadores de tamafio
se producen al cortar el fago lambda DNA (BRL) con
HindIll y con BG!II. La pre-hibridacion y la hibridacion
se realizan en una mezcla de 50% de formamida, 5% de
sulfato de dextrano, 5% de agente bloqueador (Boehrnger
Manheim), 5Xssc ( 1X:0.15 M NaCl mas 0.015 M
citrato de sodio), N-laurilsarcosina al 0.1%, y SDS al
0.02%, a 42°C. Los blots son hibridados por lo menos
durante 6 h a 42°C y se lavan a temperatura ambiente
durante 2 X 5 min en 2 X SSC, SDS al 0.1%, y a 68°C
durante 2 X 15 minen SSC al 0.1%, SDS al 0.1%.
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Identificacion de bacterias por medio del analisis de

cidos grasos celulares por cromatografia de gases
(Sasser, 1990)

Este método es muy util v preciso y puede identificar
cepas a nivel de especie. Sin embargo, para realizar un
trabajo manual apropiado. el investigador debe tener
acceso a una coleccion de cepas ya identificadas. Ademas,
el analisis manual de patrones obtenidos a través de
cromatografia de gases es extremadamente laborioso,
especialmentc cuando no contamos con ningun indicio
sobre la identidad de la cepa aislada cn cuestidn. El
programa para computadoras quc relaciona la cepa ain
no identificada con los ceparios de bacterias clinicas y no
clinicas estan disponibles en el mercado. Si no se cuenta
con la infraestructura apropiada. se recomienda el utilizar
servicios de identificacion comerciales. Por esta razon los
detalles técnicos para la identificacion dc BPCP por medio
de este método, no se incluyen en este trabajo.

ALMACENAMIENTO

Las cepas aisladas pueden ser almacenadas por
periodos de tiempo cortos, en tubos de agar inclinado con
TSBA al 1/10. Para bacterias diazotroficas se recomienda
el medio OAB (Okon e¢f al.. 1977) o este medio en
combinacion con varias fucntes de carbono (Rennie,
1981) a 2°C. Para periodos prolongados. las cepas pucden
ser almaccnadas cn soluciones de glicerol al 30% a -15 v
-70°C. Para almacenamicnto indefinido. se recomienda
liofilizarlas utilizando cualquier técnica de liofilizacion
convencional.
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