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RESUMEN TNTRODUCCION 

Se k r i h  a) timicas de aislamiento para hongos 
endomicorrizicos, ectomic~mPcos y para bacterias 
promotoras de crecimiento en plantas BPCP, b) medios de 
wlbvo para los diferentes grupos bacteriatios, y c) 
técnicas tradicionales y modemac de caracterización e 
identi ficacion dc BPCP. 

Pdabras c l m :  A~tális~s de! perfil proteico. bacterias 
diazo rr@ficns, bcict~:ria.s hc~JojIica~~, ~~permosf  ra, 
fragmento.~ de restricci6ri. homolo~ia, hongos 
ecfomfcowizicos. hongos endomicorrizicos, rizosfra. 
siderbforos. 

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 diffemnt t y e s  of bacteria. (iii) 
Traditional and modem techniques for identification 
and characterization of Plant Growtli-Promoting 
Rhizobacteria. 

1 kprbmcn'~o h Mimbiologia, Cenm de IiivesZigaciones 
Btológ~m~ del Noroeste {LB), Apa&ido Postal 128,230I)O h Pm. 
WS, Mhm. 
h c i h r i  de Microbiología de Suelos, hogra~llil de Edafofogia. 
h t u m  dc Ilam Nahuxdrs, Colegio de I'ostgmduridos. 56220 
Montecillo, 1 3 0 .  dc Mexico, Me~ccr. 
Correspiidencin. Fax +S2 (682) 547 10 o 53625 

La biownologia ha abierto nuevas posibilidades para 
la introducción de micrmrganicmos Mfim en suelos 
con el fin de promover el crecimiento de plantas y llevar a 
cabo un control biológico de patogenos prcsentcs en 
suelos (Bashan y Levanony, 1990; Kiocpper el al . 1 989). 
Dada la actual posición legislativa del mundo occidental, 
es p o ~ o  probable que en un futuro cercano se lleve a cabo 
la liberación al ambiente de rnicrmrganismos producidoc 
por la ingenieria genética. Por lo tanto, el aislamiento y 
selecci~n de microorganismos {con actividad promotora 
de crecimiento cn plantas. con dta capacidad de sobre- 
vivencia en suelo y de colonización radical, versatilidad 
metabólica, etc.) presentes de manera natural, continua 
interesando a institutos biotecnologicos y a la industria de 
inoculantes. Admás de simbiontes del grupo dr: los 
rizobios, se ha encontrado que algu~os gmpos dc 
bacterias asociadas a raices, llamadas "Bacterias 
Promotoras de Crecimiento en PIantaci, BPCP" (Plmt 
Growth Promotirig Rhizobackria, PGPR), también 
promueven el crecimiento de cicrtas plantas. Las BPCP 
comprenden a los sigientes géneros: (1) p~~wdomonas y 
Bacillus los males inluben el crecimiento dc micro- 
organismos patogenos o deletereos (control biolbgh) 
(Kloepper eE al., 1988; Kloeppm e( al.. 1989) y, (ii) 
bacterias quc promueven dimtamentc el crecimiento de 
plantas, tala corno Azo.rpirrllum, Herbnsparilhm, 
Enrsmbacrt.v, Acelobactw. Azotobacter y Pseudomom 
(Bashan y Levanony, 1990; Cavalcante y Dobereiner, 
1988; Kole el al., 1988) así como muchos otroc 
aislamientos obtenidos de la rimsfera, los cuales todavía 
no han sido identificados. LI capacidad de los hongos 
rrucorrizicos para promover cl c m h e n t o  de plantas está 
bien documentada (Terrera-Cerrato, 1993). 

En general. no hay algún sitio especifico para 
I d i z a r  BPCP, ya que t d a s  las raíces vegetales se 
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asmian con numerosas epecies de m i c m ~ o s ,  ya 
sea patligenos o benéficos. A d h ,  los requerimientos 
nutricimales y ambiedes de estos micxmrganismos son 
tan diversos, que no existe un m M o  gmedizado que 
permita aislar d q u i e r  v i e  de BPCP o de hmgos 
mimrrhcos. Por lo tanto, se han desarrollado una 
variedad de métodos, sobre todo m los ultimas veinte 
años. Para este trabajo se han seleccionado una serie de 
wtmkgias titiles y prácticas: (i) El mejor lugar para 
buscar un agente de control biol6gim es en el mismo 
nicho ecoI0gico donde se 1- el pa-O que se 
quiere combatir (Kloepper et al., 1988; Tipplng ef al., 
1989); (ü) Se pueden aislar BPCP a pwtu de antemores 
sil- de la planta de interk y utilizar estos 
aislamientos para inocular plantas cultivadas (M. 
Feldman, sin publicar); (Üi) Cuando se introduce al suelo 
alguna planta de interés, se puede enriquecer 
arh5ciaimente la población de BPCP en la rizosfera y así 
facilitar su recuperación ('Y. Bashan, sin publicar); (iv) 
BPCP con potencial para el control biológico son selec- 
cionadas con base en su producción de siderbfbros o 
anbbióticos obseniada in vitro (Kioepper et al., 1 988); (v) 

, De las miles de bacterias aisladas al azar de Ia rimsfem de 
diversos habita. muchas son seleccionadas por su 
capacidad para i n c m t a r  el crecimiento de plantas sin 
tomar en cuenta su posición inonómica. ica. tipo de 
enfoque es común en programas hduseriales l l ~ o s  
R&D, hvestigacih y descp~wllo, (Research and 
Development) ( K l q p e r  er al., 1 989). 

Habitats de hongos micorrizicos 

La asociación mutualista que se lleva a cabo entre las 
raíces de las plantas superiores y los hongos, lo que se 
conoce como micoma, posibilita mediante mecanismos 
bioquimicos, una mayor absorción de mitrmentos. 
principaimente fiisfm, y además magnesia, calcio, 
potasio, azufre, fim, cobre, bom y manganeso. La 
asociacibn iambih permite tolerancia al estrés hidrico. 
Las miconizas se dividen en ectomicomza (micomiza en 
vaina, la que se caracterh por tener un manto compacto 
de hifas que cubre las raíces curtas con uria red rnicelial, 
que crece entre las células wdcales llamada Red de 
W g )  y endomicomas cuyo tipo m& mh es la 
vesiculo-cubuscular (V-A) la cual forma sus estmcturas 
dentm de las cilulas curticales de la raíz (Femra-Cerrata 
sf al., 1993). 

La endomioorriza V-A stá ampliamente disbibuih 
en todo el reino vegetal (98%) por lo que e muy difid 
encontrar plantas que no estén colonizadas can este tipo 
de hongos. Propágdm m d o m i ~ ~ ~ c o s  pueden colee- 
tarse en cualquier - del año en m"= de planta 
hospederas mudes, perennes o herbáceas, o lehas y m 
todo tipo de suelo (Ferrera ec al., 1993). 

La asociación mioomkica tiene una amplia distn- 
bución por lo que puede Marse frecuentemente ai 
diversas áreas ecolbgicas tales como campos cultivadm, 
campos vírgenes, bosques, pantanos, etc. (GonAez- 
Chávez, 1993). 

AISLAMIENTO DE BPCP 

Fundamento: Las bacterias que colonizan el interior de las 
raices son distintas a las que colonizan Ea superficie de Ias 
raíces rJan Peer el al., 1 990). Por esta b n ,  para el 
aislamiento de cada gnipo se siguen estrategias difemtes. 

Aislamiento de bacterias que colonizan la supedcie 
radicular 

i) D q u t k  de lava perfectamente las raíces con agua 
comente y después con agua dectilada d r i l  varias veces, 
se embeben las raices por un periodo de 10 minutos en 
una solucibn amortiguadon de fosfatos y sal (PBS, 
phosphate-bufked sdine) K2HP04-KII,PO, lOrnM, 
NaC10.14 M, pH 7.2. Después se curtan las raim en 
pedazos pequeños (3 cm), se colocan en el medio o medios 
de enriquecuniento seleccionados (descritoc posterior- 
mente) y se mcuban a 25-30°C por una o dos smam 
hasta que el crecimiento sea evidefitte (Kremer el a¡., 
1990). 
u) Las bacterias colonizadoras de la superficie radical 
pueden también ser aisladas agitando los pequeños 
pedams de raiz durante 10 minutos, en un agitador 
girador mecánico e vortex. Cas w'm deben e s t .  
suspendidas en PBS o en una solucf~n amortiguadofa de 
fosfatos y peptona la cual cantiene, pot litro: peptOW- 
1 .O g; K2CZHP04, 1.21 g; 0.34 g &alande et al., 
1989). Otros di1uyentes que se pueden utilizar 
alternativa son: PBS mas Tween 20 al 0.025%, TTween 40 
al O.OI%, m e r  et al., 1990) o caldo de soya tnpticasa 
al O. 1 % VSB, tryptic soy broth) (Hagedom et al., E 98% 
ialandeet al., 1989). L a s m u a  diluidas se colocan 
en el medio apropiado y se incuban a la temperamm 
seIeccionada. 



&lamienta de bacterias que colonizan la parte interna 
& la raíz 

Se esteriliza la superíi~ie radicular embebiendo las 
raíces en etanol 95% (vlv) durante E min y posterior- 
merrte en i4gC12 al 0.1% @Iv) acidificado y despuks se 
lavan con agua destilada esten1 m i k  diez veces (De 
Freitas y Gemida, 1990). Otros prodimientos de 
desinfección que se ofrecen como aEternativa son: i) Se 
embeben las raices en aloohol etilico al 70% durante 5 
min, despuk en hipoclorito de s d o  d 6.25% durantc 1 O 
min y por Ultimo se enjuagan varias vem con agua 
destilada d r i l  (Lalande et al., 1989) o ii) se embeben las 
raíces en H202 (10%; 15 S) y se enjuagan tres veces con 
solución acuosa de MgS04 (0.1 M) (Van P s r  et nI.. 
1990). 

Posteriorniente se suspende el material vegetal en 
PBS 0.05 M a soluci~n acuosa de MgSOj 0.1 M y se 
muele en wi mortero o se hornogeneiza con un 
homogenizador a velocidad alta durante 1-3 &, (100 m1 
de PBS por cada 5 g $e peso fresco de raiws). El 
hornogeneizado sc pudc filtrar Con una tela de d g d h  
&ril (Lindberg y Granhall, 1984). Se preparan dicuotas 
diluidas o no diliiidas para ser coiocado6 en el medio de 
enriquecimiento previamente seieccionado. 

Un método de aislamiento alternativo, es tomar las 
saim ya estériles y colocarlas sobre agar nutritivo 
suplmcntado con glicerol al 1% para verificar si la 
superficie radicular esti estéril. Se cortan las raíces 
longitudinalmente y se colman en el medio de enriqus 
cimiento seleccionado, prefenmtmente suplementado con 
glucosa (las bacterias productoras dc ácidos qiie 
metaboli7m la glucosa parecen domimr en la parte 
htem de la níz) y se incuban hasta que e! creximiento 
sea evidente (Lalandc et d., 1989). Despub dcI perido 
de incubación, 0.1 m1 del mdio rico en bacterias se 
dispersa cii cl medio sólido que ha sido seIeccionado y 
se incuban de riuevo a la misma temperatura. Los 
cultivos aislados se deben dc estriar varias veces en cl 
mismo medio d i d o  hasta obtener crecimientos 
bacterianos puros. 

Aislmientri de BPCP diiizotróficas 

Modela espennosfera (Thonias-Baumn el al., 1982). 
Fundamenm El modelo espermosfera consiste en 
gemWiar una semilla en la obscuridad la cual libera 
rndados en iin medio sin fiienks de carbono y de 
~tróseno. La pl<huitrila. es después inoculada con diluciones 

de suelo e incubada bajo una atmósfera con ac~.tilciio. 
Este sistema cs heresmk por Eo siguicntc: i) La pIántula 
prover: a las bacterias de fuentes de wi+bolio iitilcs 
impidiendo así la prcssencia de fucntes dc alirnciito 
indeteminadas y ii) la pfhmila en crccimimto consuinc la 
fuente dc nitrbgmo disponible a travks dc la actividad 
dimtrófica bmriana. manteniendo un medio aliamcntc 
selectivo y libre de fuentes de nitrogeno 
Pmedmento:  
l .  Se muelen 10 g dc suelo de la rizosfera (raicw y cl 
suelo que se les &e%) en un mortero y se nfora a I OOnil 
con PBS procurando mantener iur margen no mayos dc 
dos horas después del muestra. Sc deben preparar 
dilucion~~ decimales adicionales dcl homo~cncizado eii 
PBS. 
2. Lac semillas desinfectadas se oolocan m tiibos de 35 
mi miteniendo S 5 dc medio semi-solido al 0.3% rigar. 
sin fuentes dc nitrógeno y de carbono (el media sc descnbc 
en Ia seccibn sobre m d o s  dc cultivo). Los tiibcis 
espemiosfem se guarda1 en la obscuridad a 28°C (o a otra 
tmpcrntun que se considcrc convenicntc) durantc una 
semaria. lios tubos con un b m  adyaccntc contcnitrdo 2 
m1 de NaOH 1 N, se pueden utilizar como trampa dc COI 
cuando sea necesario. 
3. Cuando los coleúptilos miden 1 cm o mjs dc altura. 
los tubos se inociilan m las diluciones obtenidas en el 
paso # 1 ,  utilizando alicuotas de O 5 ml. Una inoculacion 
mis temprana resulta en muerte prematura dc las 
pl,hntuIas. Una inoculación oportuna permitr: pcrcatarsc 
dc contamimción mimada por m? dcsintccciiiii 
inadecuada dc Ias semillas. 
4. EP número de bacterias diazotLiificas se d~%xrnina par 
el M&do del NUmero Más Probable (MPN) (Pos~qtc. 
1949). La estimación se basa cn el nimcro de tubos 
nitrogenasa-positivos (diez alias pam cada dilucioii) 
detectados por el ensayo de xodiicción ddr: acetilciio (Hardy 
el al., 1968). 
5 .  El contenido dc los diez tubos que rcsultnrori scr 
etileno-positivos en 1s diluciones m& altas. sc combina. 
se homogenciza, se diluyc cn ccries dccimalcs ( 10"- 10 ''1 > 
se siembra en medio sin fumte de nitrkcno (Ornar V I  d.. 
1988: Rennic, E98 1) en botellas dc suero planas ( 1  20 ni1 o 
mis). Se incuban en acetileno al I% durante 4-8 dias (el 
p m o  de combinar todos los tubos y b liomog~iiei- 
zación, evitan los problemas que ~ i u d e  owioiiar el 
tmsferir un pedazo pequeño dc raíz a un ttibo dc diliiciotl 
alta). Las colonias quc se dcsarrollcii cn cl rncdio so11do 
deben de scr escogidas individualmente. piirifrcadas dc 
manera ~onveticiciml en mcdro sin fiiente dc nitrogcno I; 
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su qmidad  para fijar -en0 debe ser examinada 
m o  arriba se describe. En algunos casos es n&o 
hidrolyar parcialmente el material c a p d  utilizando 
NaOH 0.5 Ó 0.1N para la eliminación de contamhnks.  
Limtaciones de la témica: Esta W c a  no da un 
panorama completo de la comunidad de bacterias 
fijadoras de meno de la rizosfm y Solo nos 
proporciona un bosquejo de la concentración y n a d a  
de laJ bacterias diazotrificas más abundantes. 
M d m  de enriquecimiento semi-sólidos para el 
aislgmiento de bacterias diazotr6ficas micsoaerofiiicias 
(Dobereiner, 1988; Dóbereiner y Day, 1976). 
F u n b t o :  Los medios &&lidos sin fuente de 
nrtrOgeno son la clave para el aislamiento de al- 
baEteias ~ Ó ñ c z t s  micrmedYicas w i a d a s  a raíces. 
Las tbaicas que ublizan estos medios m muy sencillas y 
Wes d o  hay abundancia de bacterias b t r o f i c a s  
asociadas a raíces. Se pueden obtener cultivos puros mn 
sólo algunos pasos de pwiñcacih y sin muchas 
dificultada. Esta tecnica se d z D  en el descubrimiento 
de cuatro cepas de Azospirillum, Campzlobacfer 
niírojgrlis, HerbaspP'nl1um serope&cae, algunas P s d o -  
monas m b f i c a s ,  Acetobacter dazomphm y 
Bacillw azotojxam. 
Pmedhiento: 
1. Se colown de raiz (0 .5-1 .m en los 
medios sani-SOlidos (agar al 0.05% o menos) NFb, OA3 
o BL (dmntos posteriormente) y se incuban sin agitación 
durante 2-5 dias a 25-35°C. (A kmperaturas más bajas se 
debe prolongar el tiempo de incubación.) Al téHnino del 
periodo de inoubacih se p h á  observar una película 
blanca b&aria. fomuch 2-10 mm abajo de la 
supñcie. Se debe evaluar la capacidad de fijación de 
nitr- del cultivo de enriquecimiento por medio del 
ensayo de reduccih de d e n o  Wdy el al., 1968). 
&y que tener especial cuidado en mantener intacta la 
pelicuIa, ya que de 30 contrario se interfiere mn la 
&vidad de la nitrogmasa Se logra obtener cultivos casi 
p m  despUes de 1-3 subcultivos en et mismo mdo,  
seguidos de la siembra por estría de cuhvos de 24 horas 
sobre el mismo medio sOlido (Q~bereiner y Day, 1976). 
2. (Fm el aislami~mto de la b r i a  diazotrófica 
Acetobacter asociada a la caña de anicar): Las raíces y 
tallos de la caña de anjcar se lavan en agua corriente, se 
maceran en una licuadora y se preparan diluciones 
seriadas en una solución de sacarosa al 5% y se incutian 
ai medio semi-sóhdo (descrito despub). ContinUe como 
se M c a  en el pmxdhiento 1 (Cavalcante y Dobeneiner, 
1988). 

MEDIOS DE CULTLVO PARA EL 
AISE,AMW,NTO DE BPCP 

Medios no selectivos para el & s ~ I ~ ~ ! I I ~ Q  de bacteh 
de la rizosfeta 

Fundamento: EI medio m ú n  TSA descrito posteriw- 
mente recupera una amplia variedad de bacterias aerobias 
y anaerobias facuitativas h - p o s i t i v a s  y Gram- 
negativas (hgedorn et al., 1989). Sin embargo, se 
recomienda llevar a el ptoceso de aislamiento 
u W d o  simultanmente diferentes medros de cdti~), 
ya que un solo medio nodecá:vo pnnW recuperar sb10 
una pequeña porción de la población de BPCP presentes. 
1, Medio TSA (agar soya tnpticasa) dduido diez veces 
(1 11 O) para bacterias hetedmfas. M e n e  caldo de soya 
tripticasa, 3 8; y agar, 15 g (Hagedorn et al,, 1989). Se 
puede d a r  una población más diversa de bacterias de 
suelo o de otros sitios u h d o  el mismo medra pero 
diluido 100 veces (llE00; 0.3g TSA} (Tipphg et al., 
1989). 
2. El medio TSA contiene (gR): extracto de carne 3.0; 
extracto de levadura 3.0; pepcoria de c a s e í ~  15.0; 
peptona de m e  5,Q hctosa 10.0; sacarosa 10.0; g l u m  
1 .O; citrato NH3 'FeW 0-5; NaCl 5.0; t i o s u l h  de sodio 
0.5; rojo fenol 0.024; agar 12.0; agua destilada 1000 d; 
pHL7.4 (Stolp y Gadk. ,  1986). la elllninacion de 
bacterias Gram-positivas en TSA al 1/10 se logra 
agregando 2 de cristal violeta (Twping et al., 1989) o 
1.2 gil de hud sarcosinato de d i o  (SU) al medio S1 
(dGscnto en la sección sobre aislamiento de pseudommas 
fltiorescaites). 
h medios de cultivo sigui- pueden utilizarse 

simultánmte para lograr una recuperación de las 
poblaciones más comunes de BPCP. 
1. El medio selectivo para el aislamiento de 
Pseud~mm~s (Stolp y Gadkan, 1986) se basa en el 
medio TSA suplementado mn (Md): fuccina básica, 9; 
nitrofhntoina, 10; ácido nalidixtco, 23; y con (rng/dI: . . 
cyclohexamida, 0.9; I T C  (clomro de - l id *  
1.4. El medio base TSA es suplementado m fucsh 
básica y TTC antes de & l i .  El ác~do nal idixi~ Y 
la nrtro£iJrantoina se estmr[izan por mi~n, utilizando 
filtros de membrana de 0.45 pn y se a- 
@ticamente aJ medio TSA estenl. La cidohexami~ * 
puede esterilizar por f i b i o n  o agregarse 
como polvo no dril. 
2. Las bacterias oorirmeformes y otras bacterias - 
positivas se aislan en el medio D-2 (&do y ~ e s k d  



1970) cI cual se suplementa con dicromato de poiasio (50 
r&l) y ciclolrexamida (100 mgll) para promover la 
clectividad del medio Ó sobre agar rojo de metilo para 
bacterias Cm-pasit ivas. 
3. El medio K q  8 para Pseudomonas contiene: (dl): 
protema peptona no. 3 (DifcoS, 20; glicerol, 10 mi; 
m 2.25; KzW04 1.5; MgS04.7fIz0, 1.5; %m, 
15 (Kmg et al., 1'454). La temperatura de incubacih es 
30°C. 

Todos los medios arriba mencionados pueden ser 
suplementados con benomyl, 20 mglml (Bdate. 50% PA 
Dupont. USA) o Nistatuia y actidiona (50 mg de cada uno 
por litro) para reducir el crechicnto de hongos. 

Medios para d aislamiento de hmdomunas 
ffuorescentes 

F h e a i t o :  Las Pseudomrinas fluorescentes (P. ptida 
y P. flilomcem) son un grupo de bacterias muy amplio 
que se encuentran en la rizosfera de varias plantas dc 
cultivo. Puoden scí aisladas fkilmente en los siguienta 
medios & cultivo: 
1. Medio B de King mdicado.  suplementado con los 
antibibticcis (mgA): clorarnfeniml, 5 ;  cyclohexamida, 75: 
novobiocina, 45; y penicilina G. 75000 unidades 
(Kioepper ef al., 1988) 
Comentarios: i) ta resistencia a los antibióticos 
mendados no es Unicammte en Pseudomonas. ii) El 
medio B dc K q  original es aceptado como un medio de 
diztgkt~co para la deteccih de fluorescencia sin 
embargo, no cs muy apropiado para el aislamiento de 
estas bacterias ya que no es selective. 
2. El medio D4 (Kado y H B ~ .  1940) contienc (g): 
glicerol, 10.0 ml; sacarosa. 10.0: hidrolizado de caseína. 1 
g; NhCI, 5.0 g; ddecil sulfato sidim (SDS), 0.6 g @ara 
e1eiUn;iar no-pseudomonas); Na2HP04 (anhidro); agar, 
15g. Este media es el más ampliamente utilirada, sin 
embargo, muchas otras bacterias Gm-negativas pueden 
creer en él y m se puede observar fluorescencia. 
3. El medio S 1 (Gould er al,. 1985) contiene (gn): agar, 
18; sacarosa, 10; glicerol, 10 ml; Casamino ácidos 
@ifco). 5 .O; N~HCOJ, 1 .O; MgS04.7&0, 1.0: Km0.1. 
2.3: lauril sarcosinato de sodio (SLS), 1.2: y 20 mg de 
tnmetropima. (5-[(3,4.5-trimetoxifcnil) metil]-2-4- pirirni- 
dinadiamina)(Sigrna). El pH final del medio ec entre 7.4 y 
7.6. 
Comentanos: I) Se agrega la trimetropima despub de 
m i i z a r  por autoclave y dejar en* el medio. ii) Este 
media tiene varias ventajas sobre otros medios utilizados 

para el islamienta de Pseudomonas fluomcentes ya que 
provee consisten- de una Jta selectividad y buen 
porcentaje de secuperacih ni p m  muestras obtenidas 
de diferentes habitats. Se pude obsesvar fluomcencia al 
inicio del aislamiento. 

Medio para el modelo ~permosferri (Ornar ef al., 
1988). 
Soluadn A I ~ ~ J I ) :  &Bu3, 750; z ~ s o ~ , ~ H ~ o .  550; 
COSO~.~H@,  350; C~S04.4H20, 22; MnC12.4H20, 10; 
agua destilada IOOO ml. 
Solución B @,A): FcS04.7H20, 0.8; MgS04.7Ii20, 4.0; 
Na2Md4.2Hz0,  0.1 18; CaC12.210, 4.0; EDTA 0.8; 
solución A, 4 ml: agua destilada 996 mi. 
Solución find w): KfiPOa 1.8; KzW04, 2.7; s o l u ~ h  
8, 50 ml: Agar nobel, 5; agua destilada, 950 ml, pH 
ajustado a 6.8 m KOH: esterilizar en el autmlave. 

El m&o sin fuente de nitrógeno uti l ido para el 
modelo espermosfera contiene: @A): extracto de levadura 
como iniciador de crecimiento, 0.1; almid~n, 4; glucosa, 
5 ;  manitol, 5 :  ácido dice, 3.5; más el medio basa1 
descrito anteriormente (Berge et al., 199 1) a el r d o  
descita a continuación, cl cual contiene varias fuentes de 
carbono. 

Media para el aislamiento de bacterias dimmtróficas 
(Rennie. 198 1) 

Fitndamento: Este m d o  combinado fue diseñado para 
incorporar 10s componentes químicos comunes de 10s 

medios sm fuente de nit- más utiW06, ya que la 
composición bbica de estos medios es muy similar. Se 
incluyó manitol para favorecer el crecimiento de 
Azotohucrvr sp., biotina y k i d o  p-aminobenzoico para 
Hacillus sp. Se agregó el extracto de levadura para 
proveer a las bacterias de una fuente de nibógeno con 
factores de cmirniento orgánims miscelhem iniciadores 
del crecimiento sin llegar a uihibir la reduccion de 
act3iieno. 
Solución A: K2HP04 0.8 g; K&P04 0.2 g; NaCl, 0.1 g; 
Na2FeEDTA, 28 mg; Na2Md4.2H?0, 25 mg; extracto de 
ledum 100 rng; mmitol, 5 g; sacarosa, 5 g; lactato de 
sdio, 0.5 m1 (60%. vlv) agua dedilada, 900 ml. 
Solucion B (g): MgS04.7Hz0. 0.2; CaCk 0.06; agua 
destilada 100 d. las soluciones se esterilizan por 
separado, se dejan enfriar y se mezclan. A esta nueva 
soluci~n se agrega biowia ( 5 d )  y ácido p - a m U i ~ i c 0  
( 1  O @ )  esterilizados por f ihcian y el pH ha1 se ajusta a 
7.0. 
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Medios para el aislamiento de Azospidhm 

Furmdameirto: El medio más comiuunm utilizado para e1 
aislamiento de Azosprrillum es el medio NFb semi-sólido 
(Dobereiiner y Day, 1976; Dobereuier ef al., 1976). Se 
han dmmIlado varias mdXcaciones Mes y se 
mencionan a mntuluacion. 
1. MedieNFb 
(gn.): D a i d o  d o o ,  5; KOH, 4; &W04 0.5; 
hiIgS04.7Hz0, 0.2; CaCl2, 0.02; NaCl O. 1 ; FeS04.7H20, 
0.5; (m): NaMo04.2H20, 2; Mn50,.Hz0, 10; solución 
de azul de brornotimol al 0.5% (disolver a etanol o en 
solución acuosa de KOH 0.2w; u h  2 m1 por litro de 
medro de cullivo; agar, 0.0175-0.5%; 1000 m1 agua 
d d a d a ,  pEI 6.8 (Dóbmher y Day, 1976). Aún 
suplementada con extracto de levadusa a, bajas 
mncerrtraciones (0.002-0.005%), txte medio previene el 
crecimiento de contaminairtes y pnnite h formación de 
colonias bajo mdicionw aerobias (Dokreiner, 1988). En 
algunos casos donde el ácido máiico-KOH inhibe el 
crecimiento de las W a s ,  éste puede reemplazarse con 
10 g/I de succinalio de sodio o sacarosa al 0.5% (Tyler et 
al., 1979). El acul de bromotunol se puede sustituir m 
púrpura de bromocresol al 0.001% (New y Kennedy, 
1989). 
2. Medio OAB (Okon er al., 1977) 
Fundamento: Este medro mdicado es mis apropiado 
para el crecimiento de Azospinllum que para su 
aislamiento. No @S muy selectiva para este género, pero 
provee mayor capacidad mortiguadora que el rnedio 
ongrraal. incluye en su composición química m i c m  
elmntm, una concentnción limitada de M-& para iniciar 
el crecimiento en condiciones aerobias y una pequeña 
cantidad de exb.acto de levadiira para acortar la frtsc de 
latencia (lag phase) del crecimiento y contribuir a un 
crecimiento vigoroso. Se puede utilizar en f o m  liquida, 
xmi4kida (0.05% agar) o sólida. Para el <;recimiento 
óptimo de Azospirilium (m w es estrictamente 
nemaio) en medio liquido, se debe mantener el cultivo a 
una presión de oxígeno constante de 0.0054.007 atm bajo 
una amósfera de N? mezclada con aire. 
Solución A: Cglt) DLacido dice, 5; NaOH, 3; MgS04. 
7HB, 0.2; CaC12, 0.02; NaCl, O. 1 ; NHpCl, 1; -O 

de ledura, 0.1; FKI3, 0.01; (mg/l) NnMoO4.2H~0, 2; 
S 2.1; TI;B@, 2.8; C u ~ 0 ~ ~ . 3 H ~ O .  0.04, 
ZnSO4.W0, 0.24; disolver en 900 ml agua destilada. 
Solucihn B: M) K&lPOa 6; K&PO4, 4; agua destilada, 
100 d. 

Despub de &mikm y 6, se seh las 
solucion~. El pH del medio .es 6.8. 
Comentarim: El FeC13 puede ser RH@EUIO por 10 
de Feo-EDTA (0.66%~~ PN, en agua). Este 
puede ser suplementado cm 10 nd de una solución de 
"tamllias para mejorar su capacidad para aislar bacterias 
micrmHicas heterotrofas fijadoras de nitrógeno. La 
solución de vitaminas contiene por litro: D- bioñna (200 
rng), pantotenato de calcio (40 mg), rnioinosirol(200 mg), 
niachmida (40 mg), ácido pamuiobenzoica (20 mg), 
hdrodonuo de piridoxina (40 mg), riboflawia (20 mg), 
dicloruro de tiamina (4 y son a t d m d o s  por 
filtración (Reinhold ef al., 1986). 
3. Medio semi selectivo NFb-rojo congo (Rodriguez 
Cacera, 1982) 
Este medio es básicamente el medio NFb suplementado 
con 15 ml/I de solución acuosa de rojo .congo (1:400) 
estenZizada por separado. 
Comentarios: Este medio permite reconocer las calonias 
de Azospin'IIum facilitando el aisiamiento, ya que las 
aolonias se tuim de mjo obscuro o escarlata, con 
tamteristicas coloniales tipicas; otras bacterias de suelo 
no absorben el rojo congo. 
4. Medros BL y BECR mashan y h o n y 5  1985) 
Estos dos medios semiselectivos se basan en el medio 
OAB. El medio BL es medio OAE suplementado con 
(mgtl) de suifato de mhptomicina, 200; ciclohexamida, 
250; deoxicolato de sodio, 200, y c E m  de 2,3,5- 
tnfeniltetrazolio, 15. El, m&o BLCR es medio BL 
suplementado con una solución acuosa de rojo congo (14 
gn>. 
Comentarios: Estos medios so0 apropiados para el 
aislamiento de Azospinllum a partir de la rizosfera, ya 
que las colonias son fáciles de mmx, especialmente m 
el medio BLCR. Sin embargo, algunas q a s  de A. 
brasileme no pudieron crecer m este media (Horemans el 
al., 1987) y, en general, el creciniimito de Azospirillum en 
el medie BLCR, es significativamente más lento que en e] 
medio OAB original (aproximadamente 10 dias de 
incubación). 

Medio para el aislamiento de b d a s  diazotrófi~ 
h Jofilicas (Reuihold et al., 1986; 19873 



0.1: Na>Mo0,.2H10, 2: MnC12.4H,0, 0.2; H3H03, 0.2; 
CuC12.2Hz0, 0.02: SnClz, 0.15: agar 2-8 3; 1000 d de 

destilada. El pH del medio es 8.5. El ácido rnilico, 
KOH y el agar se djsuelvcn en la mitad del volumen total 
y se esterilizan. La solución de sales se estenliza por 
M i O n  después de disolver los in@mtes en la mitad 
del volumen total. Despub de centrifugar el medio, se 
dwarta el precipitado. la f h u l a  permite pequeñas 
alktacioiaes en las concentraciones de los mctivos 
(Rehhold ef al., 1987). 

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

Fundamento: Cas bacterias dc la r&fm de plantas 
xcrofitac m suelos hipersalinos (5 .O- 10.7% NaCl) pueden 
ser aisladas altcrmdo la concentración total de sales del 
medio a 9.50. 100,200 y 250 gíi. 

El medio has;: contiene 200 g.4 de sales totales y se 
compone dc M): NaCi 158.9: MgCIi 13.8; MgSQ4 20.9; 
CaCh 1.5: KCI 4.2: NaHC03 0.2: NaBr 0.5. 

Estas mezclas baisicas de sales pueden ser 
suplementadas con alguno de los tres medios descritos a 
wntinuacion (gll): i) Pcptona P (Oxoid). 10. ii) Extracto 
de levadura, 10: Proteosa Pqtom {Difco). 5; glucosa. 1. 
i i)  Extracto de levadura, 5: glucosa. 1; y extracto de 
suelo. El extracto de suelo se prepara esterilizando 
volhenes iguales de melo de jardin m su 
compondjcnte mezcla de des:  después de decantar. se 
filtra a traves de papel de filtro v se agrega al filtrado el 
m o  de los nutrimcntoc. Los valores de pH se ajustan a 
7.5 con KOH. 

Medio para el aislamiento de AcefBbader (Cavalate y 
Dóbcreiner. 1988) 

Fuiidamento: Este medio semi-sólido esta basado 
principalmcnk en d medro NFb al cual se le hicicron 
algunas nzodificacionec para crecer Acctohacter la cual 
tolera condicionc.~ ácidas en el medro. 
Solucion A: (gA) caña de &car (o sacarosa o 
glucosa), 100; MgS04.7H20, 0.2; CaCI2.2HzO, 0.02; 
FeC13.6H20. 0.01; agar. 2.2 (m@) Na2MoOc2HZ0, 2: 
soluciaii al 0.5% (disuelta en 0.2 N KOH) de anil 

bromotimod. 5 ml: agua destilada, 900 d. 
Solución B: (g/!) K2WO4, 0.2: W P 0 4 .  0.6: <agua 
datilada. 100 mi. 
Comentarios: Se mmienda esterilizar las dos soluciones 
por separado y mezclarias despuks de enfriarse. Despues 

se acidifiea el medio con &ido acético a un pH de 4.5. 
Para la purificación de los aistamientos, se suplementa el 
medio con 0.02 g de e-acto de levadura y 15 g de agar. 
El píoceso de aislamiento puede ser mis eficiente 
adicionando jugo de & al 1%. Las colonias presenm 
un color anaranjado oscuro. 

Medio para el aislamiento de bacterias diazotróficas 
marinas (HGB) 

Fuobento: El m d o  HGB se basa en el medio OAl3 
(Okon ei al ,  1977) rndificado para el aislamiento de 
bacterias marllias. Sc considera iitil paia el aislamiento de 
vibrios diazotróficos (Holguin et al., 1992). 
Solución A: (g1890 m1 de agua destilada) ácido DL- 
málico, 5; NaOH, 3; MgSO4.7H20, 3; CaClz, 0.02; NaC1, 
20: extracto de Iwadura. 0.1 . 
Solución B: (solucibn inconcenW a "stmk", d500 mt 
agua destiida) Fe& 0-5: Na2MoO4.2H2O, O. 1 : MnS04 
0.105; H3B07, O. E4: CuC11.2H@, 0.00 14; ZnS04.W20, 
0.012. 
Solucibn C: 100 ml PBS 0.39 M, pH 7.6. 
10 rrti de la solucion (B) se agregan a la soluci~n (A) y se 
esterilizan. Despuds dc enfriarse, se mezcla esta solución 
con la sdusibn amortiguadora (C), !a cual debe 
esterilimrce por separado. 

Medios para d aislamiento de Bacillus 

Las especies de Racillus se seleccionan sometiendo 
las dr luciones bactcrianas a tratamientos de calor ( 100°C) 
por periodos dc 15 minutos antes de p d e r  wn la 
siembra sobre medio TSA sólido diluido diez vwes 
(Tippmg er al.. 1989). 

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

Fundamento: El medio no contiene fuente de nitrbgmo y 
se basa en la utilización de extmcto de suelo y de rnanitol 
como fuente dc carbono. 
Compmicióii (gn): KH2P04, 1.0; hfgSb4.7Hz0; 0.2; 
NaCl. 0.2; FeS04. 7W2Q, 0.005; extracto de suelo, 100 
ml; agua destilad& 900 ml; agar, 15; y manitol, 20. El pH 
se ajusta a 7.6 con NaOH antes de esterilizar. El manitol y 
e1 FeS04 sc esterilizan por separado y se agregan al resto 
del medio al enfriarse. EE extracto $e suelo se prepara de 
la siguiente m c r a  (Page, 1986): El material que no es 
suelo se descarta medrante tamizado y el suelo se 
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pulveriza as@camnie. El suelo putverkda (10g) se 
a g i t a c c # i 9 0 m i d e a g u a ~ m & i i ~  15mui. 
Un d t m  de esta suspensión se dr1uye m 9 ml de NaCl 
d 0.85% y un rdlitro de elia se siembra ai medio libre 
de nitrógeno. Las placas se incuban durante 4-5 días a 
26'C. 

MSLAMENTO DE HONGOS 
E N D O M I C O ~ I C O S  

F-o: Las esporas pmhcidas por Im hongos 
~ C O ~ C O S  V-A y I d i d a s  en el suelo son de 
gran impomncia ya que al m pder crecer éstos en 
cu1tiw axénicos, es m m a i o  inocuiarlos a riraa planta 
hospedero. Para lograr este ñn, se requiere la separación 
de esporas del suelo tratando de obtener urm muestra que 
cantenga la máxima &dad de ellas (98-100% de 
exkawión). Previa a la inocuiacion es necsuia nevar a 
cabo la id&cacih del hongo, la 4 tambih sólo es 
posibk mediante sus esporas o espormiqm. La 
colonización producida también puede identdim por 
medio de la observación micm&pica, por ejemplo, unas 
especies producen Solo colonización aXt,uscular, otras 
vesicdas lobuladas y otros rasgos ~ m i m  de un 
hospedero specificb. Sin embargo, la identi6caciÓn de las 
distintas especies en d a  género &i basada en la 
-ion rnorfolbgica de las esporas, en donde se 
considera iamik, color, fomia, estructura cmlasmatica, 
estnrcaira superñcid, número de paredes, grosor de &as, 
entre oms camckres. 

Para describir las especies de Ios hongos 
endonumrtízicos o probar su efectividad, se d e h  de 
propasar las esporas aisladas con e1 En & obtener 
cultivos puros en cantidades masivas de una sola cepa. La 
Inoculación de plantas hospederas es la iinica f o m  de 
asegurarse que se aislaron esporas de hongos que f o m  
la endomicomza vesicul*asbuswlar. 

Para detemimr !a poblacih de esporas en el suelo se 
toman m u m  de la rizosfera de In planta o de la capa de 
rnateriai orgánica. Se puede utdmr un aibo de metal de 3 
cm de W e i r o  interno, el cual se introduce m f o m  
vdcal  al suelo. La muara está uitegrada por la zona 
mmpndiente a 4-8 cm de profundidad, aunque en 
especies vegetales con SaEces profundas pueden ser más de 
20 cm. Dicha muectra se conserva en bolsas de plástico 
a h m m d a  a 4-llPC hasta su procGsamiento. 

Extraccibn de esporas 

El d t d o  de tamizada y dmmcibn (Cierdermm y 
Nicolson, 1963) permite Ea extmxió~~ de esporas en 
buen porcentaje y es un &da muy utilizado. ta 
desventaja es que no ofrece una buena separacion de 
-ras del material o w m .  

El método de centdiqpcibn m sacarosa ~Jenkm, 
1964) time como objetivo Ia mejor separación de las 
esporas del suelo y del material orgánico, ya que facilita e! 
aislamiento y la identificacih. Su dwmtaja es que el 
decantado, agua y material organice puede con- 
muchas esporas que se pierden, y la solucibn de desawosa 
puede dañar a las esporas si no se elimiaa rápidamente. 

Identificacibn de esporas 

ia identiftcación de las esporas se basa en: extracción 
de esporas, examen de las esporas al r r t icmpio 
~ r e o s c 0 p i c o ,  preparación de kmidlas> observaciiwi 
microsc0pica y el uso de guías tentabvas y hales. 
Preparación de laniinillas.- En cada preparación se 
c o l m  de 20 a 25 -ras intactas y otro tanto de 
esporas rotas sutilmente, para observar su tipo de p d .  
El medio de montaje que se recomienda es la mezcla de 
alcohol po1iWiil+ácido láctico (PVL) m p u e s t a  por 
alcohol: Polivinilo, 56 mi; kido lá&w3 22 ml; glicerol, 22 
ml, ya que es el que menos afecta la m o r f o 1 ~  de las 
esporas. El medio de montaje utiEizado puede p r w m  
m b i o s  trascendentales en las esporas y en su 
identific~ición final, lo que Afecta notablmente la 
observacih de la morfología de la pared. 
Observación microsc0pica.- Se caractem fa superficie de 
la espora, la p m c i a  de sácdo espofifero, la forma de la 
hifa sustentara, wlor y f o m  de la e s p .  Lus diferentes 
tipos de pared que existen en una espora han sido 
esquematizados por Morton ( 1986). 
Uso de guías &vas y M e s . -  Schenck y Pérez (1 9W) 
publicaron informacih acefea de la identificaciim de 
espec~es de hongos fonnadores de domiconiza V - k  
conjuntando todas las especies identificadas y un resuma 
con caracteristicas recién incluidas de cada una de clias. 

Técnicas de propagación 

Para 1a propagación del inmIante se mmid 
plantas de crecimiento rápido (ciclo v-tivo cot~o], que 
U o E l e n  un sistema radical amplio con m peso fresco 
de mis de 50 g, que el follaje tenga cobertura mintma para 



la demidad de plantas por unidad de área sea mayor, 
exigencia moderada en el riego y que sea almente 
w t i b l e  a la eoionizacih rntnico~ca. En la SecciOn dc 
Microbiología de Suelos del Colcgio de Postgraduados, cn 
hilon~ilio, México, se utilizan plantas como cebolla 
(Alliurn cepa), frijol común (Phaseoliis vulgaris), hjol 
a ~ t e  (Phase01u.v coccrnm,~), alfaik (h4edzcago satrva) 
y mk (Zea rmys). 

T& las tknicas para !a propagaion de cepas 
mioohcas se basan en la horculación de Gsporas, r ices 
wlwuzadas o mezclas de ambas: 
1.- Métdlo de embudo (Gerdemann, 1955). Se hace un 
embudo de alminio y se coloca algdh en la parte 
temunal de un embudo de vidrio. Se Ileria el embudo con 
m de c u m  y se colocan de 20 a 50 esporas iguales. 
Se siembran millas desinfectada superficialmente y se 
m agua destilada y esterilizada. C w d o  germina la 
semilla en el cmbudo. se mloa en un matraz Erlenmeyer 
cm agua dFstilada, 15 días despues, el embudo se 
sumerge en una solución nutritiva (Long Ashton) por un 
periodo de 24 horas la cual contiene !m siguicnta 
ingredientes: NaNO?, 0.808g; Ca(NO3),.4H2O, O. 9448; 
Nd&POd.H20, O. 1 K4g; M g S O 4 . W ,  0.368g; 
MRS04.4H@, 0.0022g; CuS0,.5H20. 0.00025g; 
ZnS04.7H20, 9.00029g, H3B01, 0.003 10g; NaC1, 
0.00590g, (Nl -L~M0~0~~.4Hf l .  0.000088 g; citrato 
fe,, al 1% 2ml; agua destilada, 1 O00 ml. Después de 
24 horas se vuelve a colocar el embudo en agua destilada. 
Al mes de crecimiento, se evalúa la colonizacih. 
2.- M M o  de inoculación en irmeinvernadero. El suelo 
fumigado sc coloca en una maceta desinfectada con 
fmnddehido al U. 1 % y posteriorniente con alcohol. ia 
m a m a  se llena Iiasta tres cuartas p a r t ~  de su capacidad 
total. El Uikulo endomicomzico se coloca en ima capa 
hnogenea, en la parte superior de la maceta dcbajo de 
una capa pequeña de suelo fumigado. Las macetas se 
Uaian hasta su capacidad total con suelo fumigado. Se 
procede a la siembra con semillas desinfsctadas. Se 
mantiene bajo condiciones de invernadero de tres a cinco 
meses. 
3.- Mktodo utillvdo en el CIAT-proyecto Micomiza 
(Simrdmg, 199 1).  Este m M o  sc utiliza para propagar 
cepas aisladas. Se usan vasos cun capacidad de 200 g qire 
contienen suelo. cuyas condiciones quimias compondan 
ai foma aproximada con las del sitio original de doiide 
proviene la cepa. Dicho suelo se esteriliza en autoclave. Se 
hice un hoyo de 2 a 3 cm de profundidad en el suela y se 
colocan cn e1 dc 25 a 31) esporas Se tapa el hueco y se 
sianbra la semilla desinfectada dc Puernuia phaseolordcs. 

Posteriormente se agrega el equivdente a 1 23 kg P, 40 kg 
N y 25 kg Mg h . ' .  La solución dc fertilizante utilizada 
tiene además m inkulo de Mizobitdrn. Las plantas se 
dejan crecer seis semanas y despuk se transplantam a 
macetas de 3 kg de capacidad que contiencir el mismo 
suelo al puesto m los pnineros vasos. 

La evduacibn de la colonizaGión puede ser una simple 
obseniaci~n de la presencia de hongos endomimrrizicos 
que colonizan las raices de las plantas. A mtmudo se 
quiere una cuantificacih para conelacionar el efircto dt: 
los tratamientos con los nivclcs dc colonización. En 
ocasiones se requiere Ea evaluación de la colonización 
micorrízica simplemente para observar un inkulo 
establecido en suelo esterilizado. 
Metodología, Se cansidem aceptable tomar al azar como 
muestra representativa las raíces de cinco plantas eii una 
superficie de 12m2. JAS rnuectras radicales puedcn 
procesarse inmcdiatamcntc o fijarse en FAA (90 m1 dc: 
alcohol al 50% 5 m! de ácido a&co y 5 m! de 
foddehida) para su cxamen posterior. 
Tinción de raíces.- hvolucra los pasos dc a} clarco. 6) 
blanqueo, c) acidificación, d) tinción, e) decoloraci~n. 
a) Las raíces libres de suelo se colocan en Capsulas 
eskriluíibles. m un vaso de precipitados al que sc agrega 
suficiente KOH al 10% para cubrirlas. Dcspucs se 
calientan IO mlliutos bajo 10 libras de presiiin m el 
autoclave. Se retira el KOH y las dpsulas con las raíces 
se enjuagan con agua destilada. 
b) Se agrega HzOl al. 10% para cubrir las raíces durante 
tres minutos y se enjuaga con agua destilada. 
c) Las m'ees se cubren con HCI al 10% por tres miniitos, 
se elimina el ácido y sin enjuagar se procede a la tincibn. 
d) Las chpsulas con dces se cubren con una soluci6n de 
ml tripano a i  0.04% en Eactoglicerol (ácido láctico- 
glicerol) y se calientan par 10 minutos a I O  libras de 
prcsion cn cl autoclave. 
e) Se elimina el colorante y sc decoloran las Miccs Con 
IactogGiccrof limpia. 

Después de la tinci~n se p m d e  a la determinación 
del porcentaje de colonización micomzica V-A cn raices 
lo cual se d i z a  por microscopia óptica por varios 
métodos. Uno de ellos es el método de PhilIips y Ha?.inan 
(1970), el cual requiere el montaje de raiccs teñidas en 
portaobjetos. Za desventaja de este rnctdo es. quc no se 
toina en consideracjbn la longitud del sict~ma radica o 
voltimen de suclo, tos cuales htenienen cn cl valor ml de 
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la colonizaciórt. Marsh (1971) u b i h  el métalo de 
intersección de c u h t e s .  Por m m W o  se evaliia 
porcentaje de raíces wloriizadas. Es UtiE cuando se cuenta 
m un niunera grande de mumras, sin embargo, por 
medio de este metodo sólo es posible cuantificar 
colonización total. 

Fundamento: Estos hongm pueden aislarse de tejido del 
cuerpo fructífero (eqorófop esclexccias, numiorfos y 
esporas). Una vez aislados y esRidiados desde el punto de 
visia morfológico a nivel m a ~ d p i c o  y microxhpico, se 
propagan para que sman de inkuIo en las pruebas de 
micorrkación in vifm en lo& medios escogidm. 
Aislamiento de los hongos ectomicorrizicos a p d r  de 
los cuerpos fmctiferos. a) Una vez localizado el @i- 
men, se escarba el suelo para sacarlo totalmente y se 
envuelve cuidadosamente en papel encerado. b) Se limpia 
el cuerpo fnictifkrn con lavados abundantes m agua 
desblada y esterilizada. C) Se parten a la mitad y se toman 
fragmentos de la parte carnosa para sembrar en los 
medios de Hagem (Palmm, 1969), PDA @apa dextEosa 
agar) y el medio M e h - N o h  rnodi5carEo 
(Manr, 1969). 
M d o  Hagem: KM:2P04 0.5 g; MgS04.7H~0, 0.5 g; 
W C l ,  0.5 g; EeCl3 (soluciOn acuosa al 1%), 1 O gotas; 
glucosa, 5 g; extracto de malta, 1000 g; pH, 5 ,  
Medio MeIh-Nokms mdficada: h h c t o  de malta, 
0.3 g; glucosa, 10 g; (N&)zHP04 0.25 g; =PO4 0.5 g; 
MgS04 0.15 g; CaClz, 0.05 g; FeC13 (solución acuosa al 
1%), 10 gotas; NaCl, 0.025 g; clorhidrato de hnm, 
1000 mg; agua destilada 1000 A; pH después de 
estedizar, 5.5 a 5.7. Los medios uioculados se intxibm6.11 
a 28°C a temperatura ambiente. 
Aislamiento a partir de las etmcturas micorrizicas. 
Las rices  se lavan y se seIecciona la micomiza más 
sencilla. Se corta la raíz con miconiza en hgmentos de 1 
a2mysecolocanenunvidohibodeccntnfugacon 
perforaciones. DespueS se toman los viales con la muestra 
y se c o l m  en un recipiente conteniendo 1 litro de agua 
destilada más 2-3 gotas de T w m  20 y se agita uno o dos 
mlliutos con fuerza. 
Se ponen los Mes con las muestras a un recipiente de 1 
lim que tmtmga una solucih acuosa de HgC12 (100 
ppm) durante 14 minutos. 

En condiciones a~r;Jes se p ~ a n  los viales con las 
muestras: 
1) A agua destilada estéril (1 minuto). 
2) A nueva agua destilada y est5-d (5 minutos). 
3) A nueva agua deslilada y d r i l  (10 minutos). 
Se separa la micorriza y se úansfiere a medio de Melin y 
Norkdtls, Hagem o PDA. Se recomienda poner sólo una 
mctura por tubo de ensayo. h donias que se forman 
se siembran a cajas individuales. 

Pruebas de micerrizitci6n h v h o  

Se usan para estas pruebas las semillas de pino. 
metodo es el utilizado por el Servicio Forestal de los 
Estados Unidos. 
a) Sanilfas de buena calidad se docan en d e s  de 
plástico pmfbdos y el vial cxin las semillas se lava 
dumte una hora con agua de la llave, 
b) El vial con hs semilias se pasa a una solución de 
Tween 20 con agitación durante hora y media y despub 
se lava abundantemente con agua durante el mismo 
tiempo. 
c) Se sumerge el vial a una solución de H a  al 30% m 
agitación durante una hora y después se lava con dos 
litros de agua dedada en condiciones askpticas. 
d) Se escurre el agua d d h d a  y se pasa la semilla a una 
caja de Petri dri l  y vacía. 
e) Se mlmn líis semillas sobre PDA (papa dextrosa agar 
d 1%) o agua-agar, cuidando que la tercera parte de la 
sanilla quede clavada en el medio y se p o m  a germinar. 
f) De acuerdo al método irnplenmtado por Zak f 1976), ea 
un matraz de dos litros se mezclan 840 mi de vermiculita 
en 60 ml de tustia molida, se humedece con 550 m1 en 
solución mineral de medro de MNM. Se esteriliza una 
hora a 120°C cm un pH timi entre 5 y 5.5.  
g) Se propaga el hongo en tubo inclinado. Cuando este ha 
crecido, se suspende homogéneamente y se inoculan 5-1 0 
mi en el sustrato donde crsce la planta que se bansplantii. 
h) Lac plantas inoculadas se colocan en rina &mm de 
crecimiento con luz incand-te y fluorescente a 
tempemrura de 22-25°C con WI fotopendo de 12 hom 
luz, 1 2 hom oscuridad. 

ta miconiza puede tardar m formarse de cuatro, seis 
a ocho meses. Despuk se puede prooeder a la e v a l ~ j h  
de la mico* lo que incluye evaluar fomia, color, 
hrmacion de tizomorfas y porcentaje de colonización. 

Para más infonnacih sobre p ~ u c c i h  de i n d o  
con hongos ectormiicomzicos y su manejo en la 



inwlacion a nivel de vivero forestal, consultar a Femera- 
Cerrato ( 1 993). 

CARACTERIZACION DE BPCP 

Fundamento: La selección de BPCP en ocasiones se 
fundamenta en el ,mtagonisma bacteriano hacia patogenas 
vegetales Las principaies dificultades a Las que se 
&enla el investigador a! identificar aislamientos 
microbianos Utiles como agentes de control biologico, es el 
gran número de q a s  que hay que examinar para 
enoontrar candsdíltos potenciales. No existen nportes que 
identifiqum con Sxito ~aractcridticas útiles asmiadas m 
la inhibición de patbgenos que ayuden a desechar a 
aquellos ruslamicntos prometedores dentro de cualquier 
colección (Hagedorn er al., 1 9x9). 
1. Ensayos en agx. i) Las cepas bacterianas aisladas se 
inoculan en el ceiitro de una placa con papadextrosa-agar 
y se incuban a 28°C. El craimiento bacteriano concluye 
despub de cuatro días si se exponen las cajas a vapores 
de clorofom. las esporas de los patogenos fhgicos se 
suspenden en agua ddlada  esténi y se mian en 
aspersiones sobre Ias placas que contienen los 
crecimientos bacteriamis. Las zonas de inhibición se 
miden despub dz 36 horas de crecimiento a 28°C (Juhnke 
er al., 1987). ii) Las esporas en suspensión se obtienen 
cubriendo por completo o "inundando" el cultivo de la 
placa con Tween 40 d r i l .  Las suspensiones de esporas 
(0.5 ml) se plaqucan sobre el mismo medio que se utilizb 
para el aislamiento y se dqan sec2tr por dos o t r a  horas. 
h aislamientos b&anos se inoculan (a través de 
picaduras cn cuadmtec) en las placas con agar conte- 
niendo cl hongo patbgeno y se incuban (en el caso de 
Fuscirium oxy.rpnirn la incubaci~n es por si& dias a 
2TC). La pdiiccibn de antibl0tic.m sc observa como una 
zona de uihibición de crecimiento alrededor del lugar 
donde sc inoculii la rizobacteria (Kremer et al., 1990). 
Desventajas: A pesar de que muchos estudios han 
utilizado los m v o s  en agar para determinar la inhibicibn 
a patogenos inducida por aislamientos de BPCP. esta 
práctica es controversial. El ensayo en agar. aunque 
sencillo dc sealizar. presenta b desventaja de no contar 
con la pmncia de la planta. la cual puede ser 
determinante para la supervivencia colonipción, y 
actividad inhibidora de la bacteria hacia el hongo 
patógeno. 

2. El ensayo m plantas. 0 ensayo "en planta" es 
representativo de las condiciones a las cuales se exponen 
las bacterias, una vez que se inician las pmebas de campo 
lHagedom e? al., 1 989). El siguiente es sólo un ejemplo de 
los numerosos ensayos "en plantas" utilizztdos para 
identificar aislamientos para control biol&yco de 
enfemedades. 
El patogeno fiingico se hace crecer en papadextma-agar 
por 72 horas; despub, una de las placas se mama con 
100 rnl de solucion mortiguadora de fosfatos 0.0 1 M, pH 
6.8. El hornogeneido se utilim como inkulo para 4 kg 
de una mezcla &nl de arena y vermiculita estCri1 (1: 1, 
VIVI, suplem~hcia con cabonato de dc io  (10 @g), y 
empacada en tubos de ensaye de vidrio (200 mm 
x 25 mm). Los tubos se llenan hasta los 15 cm de altura y 
se humedecen con 18 mi de soluci~n nutritiva de 
Hoagland al 50%. Sc colman las semillas, las cuales ya 
han sido esterilizadas, sobre la superñcie del suelo y se 
inoculan con aproximadamente 50 p1 de 1 o7 ufc/mli de la 
suspensión 5acteriana deseada. D ~ p u é s  se cubren las 
semilIas con una capa de 2 cm de mezcla de suelo 
uLfestada, y se agregan 3 m1 de solucion nutritiva. Como 
controles positivos se utilizan cepas de referencia de 
BPCP, así coma semillas no tratadas en mezclas de arena 
y veRniculita inoculadas y no inoculadas con el patbgeno. 
Si alguna de las mpas de prueba indica tan buenos 
resultados como la cepa de referencia, se le considera un 
agentc de control biológico prometedor. 
3. Capacidad antagónica de BPCP regulada por 
siderofoms. Un gran niunero de bacterias tales mmo 
Vihno chofeme, Iiacillus megateriz¿m. Aza fohacler 
vinelandrr, Pseudomonas fluorcscentes. y muchos hongos 
ascomicetos y bacidfomic&os son pductores de 
sideróforos, las cuales son molkulas muy diversas con 
reccptorcs para fierro que participan en d transporte dc 
fierm a la célula bacteria. Estos sideróforos agotan dc 
manera cficientc cl ficrro del ambiente, ccinvirtiéndose cn 
un elemento limitaite para ciertos micmrganism0s, 
incluyendo los pat~genos vcgdes  (Glick. 1 995; Kremer 
er d., I 990). Lr2 actividad antagónica de Fstudornom.~ 
promotoras de creclrniento vegetal puede ser determifiada 
de acuerdo a su habilidad para uihjbir el crecimiento dc 
fiwinin ngricola y F: r~.ty.spmm cn medios pobres cn 
fierro tales como el medio SR y el medio S R - ~ e ~ '  (20 g de 
F~.Cl3/ml). Supucshmcnte. las nmbacferias capaccs dc 
inhibir rnicroorganismos patógenos cn medio SR pero no 
en m d o  SR-FC'*, prducen sidetóforos quelantes de 
fierro ext~acclulares. Cuando la inhibici~n de la enfeme- 
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dad es duplicada por el siderbforo purificado y Ia 
inhibición es revertida al agregar el hierro, se puede inferir 
la participación del sider~foro en el control de la enfer- 
medad (Hamdan ef al., 1991). 

Cmcterimci6n de BPCP a nivel de especie 

La dekaibn de BPCP nuevas se puede abordar de 
dos maneras: (i) a tmvQ del aislmento de ~epas  

b t e s  de especies conocidas y (ii) aislando especies 
nuevas, procese que requiere de tiempo y =fuerzo 
considerable. En algunos casos es dúicil saber cuai 
abordar, debido a que no se puede saber de antemano qué 
-les e n c o n m o s .  Sin embargo, es importante 
considerar las dos posibilidades, ya que en el caso de que 
el investigador solamente desee enmtrar cepas mejores 
que las que time, pero de la misma especie, el tiempo y 
dinero invertido en el proceso se ve sustancialmente 
reducido. 

Sondeo inicial (screening) 

Este sondeo debe lealizarse de acuerdo con 
mmefisticas motS0lógicas, fisiológicas, bioquimicas y 
nutncionales de los aislamientos, considerando que 
mien- más pruebas se realicen, es mejor. Muchas de 
estas pruebas, listas y tablas existen en las referencias 
bibli@cas. Debido a la falta de espacio, sólo se citarin 
aquellos trabajos que esten disponibles en la literahira. 
Aunque obsoleto para algunas especies, debe consultarse 
el nianual Bergey de Bacteriología Sistematia (Bergey's 
Manual for Systeniatic Bacteriology, 1984), por lo mmos 
para la descripción a nivel género. Las fuentes de 
informacibn para la descripción de especies son: para 
Azospirillum @ a s h  e! al., 1989; Bashan ef al., 1991; 
Dobereiner el al., 197á; M- y hbereiner, 1984; 
Reinhold er al., 1987; Tarrand er al., 1978); para 
Herbaspiriilum (Baldani ef al., 1 986), y para Acc?tobacter 
(Cadcante y Dobereiner, 1988). En cuarrto a Pseudo- 
mms, muchas especies aisladas del campo son muy 
h e t e r o g h ,  & vagamente defuiidas y iio encajan de 
manera precisa dentro de las subdivisiones taxonomicas 
establecidas (Lifsliitz et al., 1986). Miembros del género 
Pseudomonm pueden clasifiwrse dentro de diférentec 
grupos ~ o n  base en i) características fenotr'picas (Stanier 
el al., 1966); ii) amcten'sticas biquimicas y de cultivo 
(Holduig y Collee, 197 1; Hugh y Gilardi, 1974); iii} 
hwnologia rWA-DNA (PaiIeroni er al., 1973); iv) 
composición de ácidos grasos celulam cm énfasis en 

ácidos pasos hidroxi (kwnoto et al., 1978; Oyaini y 
Komagata, 1 983; Watanabe et al., 1987). 

HomoIogía de DNA y RNA 

Para ~1acionar taxdmicamente alguna cepa con 
alguna espacie conmida después de haber m p l e t a d ~  los 
primeros pasos de identificación, se cuenta con las 
pruebas de hornologia del RNA y DNA, k cuales 
constituyen herramientas muy Utiles para estos prmsm. 
Estas pruebas no son espec5cas paxa BPCP. Por lo tanto, 
cualquier metdología general sobre hornologia del DNA 
y RNA puede ser utilizada para caracterkr nuaas 
especies d e s  como los m M o s  de Johnson (Johnson, 
198 1)  empleados para carmenzar cepas de kzospirillum 
(Falk et al., 1985; 1986). El principal hmnveniente que 
encierran estos mmos es que para llevar a cabo la 
comparación de Ios nuclebtidos, se quieren q a s  de 
referencia prwenientes de una colección. 

Análisis del perfil proteico en una o dos dimensioraes 
(fingerprinthg) 

Fmdamento: Estos m M o s  tan fidedignos uti1izan un gel 
de poliacnlamida para electrofomis mn dod&f suffito 
sOdica en una o dos dimensiones (SDS-PAGE):). En ellos 
se emplean las protehas solubEes o totales de las q a s  de 
prueba para compararlas con las proteinas respectivas de 
las cepas de referencia. t h i c a s  pemim diferenciar 
con exilctitud las cepas de referencia y en muchos casos 
son sensibles a nivel especie. Ue esta manera se pueden 
Cnractenzar y comparar un gran número de cepas 
problema en peridos relativamente oom. El análisis & 
proteínas totales en dos dimensiones es adecuado para la 
caracterización de cepas, diferenciando aiin aquellas 
esmchamente relacionadas; aquellas q a s  que produzm 
una imagen "fmgerpzinting" idéntica en dos dllnension6, 
esth  eswechamente relacionadas, si no es que 
idénticas (De Mot y VanderEeyden, 1989; Zambert el al.. 
1990). Estas técnicas son itiles para pmdmentos  de 
patente. 

Cada uno de estos métodos consta de dos etapas: la 
etapa que comprende la extracción de proteínas cs cmcid 
Extriiccibn de proteínas solubles @aüy et al., 1990; 
Kerskrs y De Ley, 1975). Las proteínas sulublec pueda 
obtenerse sometiendo la suspensión -nana a 
sonicación fuerte. Las pminas presentes en la meda se 
concentran mezclando can ambna a una prgiorcih de 
1 :5 (vlv). Después de centsifugar a 15 000 x g, se descarta 
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el sobredante y la m n a  remanente se evapora del 
aglomerado o "pellet" bajo condiciones de vacio. El 
aglomerado que se obtuvo se suspende en solución 
amortiguadora Tris-HCI 62 A, pH 6.8 suplementada 
con 2.3% de SDS (dodecil sulfato sküco) @/v) y 5% de 
Il-mercaptoetanol (vlv)). Se hierven las muestras por tres 
muiuim anta de micm la eldroforesis. Otros rnétdos 
de extracciim de proteínas solubIes descritos en un 
principio para Bmdyrhizobium (Karrucker y BnU, 1986) 
y Bac~lltu (Shivakumar et al., 1 986) han sido utiluados 
con éxito para la cmd&mcih de Azospirillum (Bilal ef 
a!., 1990; suradaram e6 al., 1988). 
Edmcci6n de proteínas totales. 
M&& # 1 (De Mot y Vanderlqdeq 1989). 
Los aglomerados de células en Ese estacionaria son 
lavadas en solución salina de fmfato, pH 7 . 2  se 
suspenden en 0.75 ml de solución amortiguadora de 
extracción que &a compuesta por: sacarosa 0.7 M; Tris 
0.5 M, HCI 30 rnM, EDTA 50 N, KCI 0.1 M y 
dithiottireitol 40 inM e incubadas durante 15 minutos a 
temperatura ambiente. Después se agrega un volumen 
equiyalente de fenol (saairado con solucion Tris-HCl 50 
mM, pH 8.0). La mezcla se m e n e  en m i ó n  
continua. Después de obtener separación de fases por 
mntrifugaciiin, la fase que contiene el feno! se recupem y 
se vuelve a extraer por dos ocasiones Con un volumen 
equivalente de la solución amortiguadora de extracción. 
Las proteim se precipitan de la hse feniilica adicionando 
cinco voliimmes de aretato de amonio O. I M disuelto en 
metanol. Se incuba la mezcla durante varias horas n 
-20°C. El precipitado se lava dos vecec con solución fna 
$e acetato de amonio y 6nairnmte con acetona frÍa al  
80%. El aglomerado se seca al aire y se disuelve en 75 pl 
de la siguiente solución litica (que provoca lisis), 
compuesta de urea 9.8 M, 2% (vlv) Nonjdet P40 (LKB), 
dithiothrc~tol 100 rnM y 2% (vlv) de una mezcla de 
anfoiinas (arnpholqttes) de gH 5-7 y de pH 3.5- I O (LKB) a 
una proporcibn de 5 1 .  Las muestras se almacenan a 
-80°C. 
Metodo # 2 (Lambert et al., 1987). 
Cada una de las cepas de prueba se m f i e r e  a cada uno 
de los pozos ~olocados en dos placas de cultivo de tejidas 
que contienen 48 poms (Costar Europe). Los poms deben 
mtener 500 p1 de caldo de soya tríptica (TSB). Las 
bacterias se incuban en los pozos por un perido de 
exactamente 48 horas a 28°C. Despuks se agrega glicerol 
(cmcentracih final, 25% [vlv]) a los cultivos bacterianos 
ya desarrollados. Una placa se almacena a -70°C y la otra 
se utilia para camcterización posterior de la célula. 

Las placas dc cultivo dc tejidos umteniendo las cepas 
completamente desarrolladas se antdügan durante 30 
min a 300 X g (hg~Io  fijo) utiltzando un adaptador 
especid. Se descartan los sobrenadantes. Se preincuba 
cada aglomerado durante 15 rnin a 37°C en una solución 
de lisozima conteniendo 2 mg de lismima por m1 de 
polietilenglid al 12%. has proteínas ce1uPare.s totales se 
extraen hWiendo cada aglomerado a 95°C durante 10 
min en 50 pl de una mezcla de soIución amortiguadora 
compuesta de 2.5% dodecyl sulfam s0dico, 0.125 M 
B-memptmtmol, 150 mM Tris a p H  8.8,4 rnM EDTA, 
0.75 M sacarosa, 0.075% azul de b m f m l )  y se sonica 
por 10 segundos. Después de enfriarse en helo, se le 
agregan 7 pl de una solucion de y o d e d a ,  0.5 M. 
Anhlisis monodimensional del perfil de proteínas 
solubles (Kmicker y Brill, 1986; Sundaram eral., 1988). 
Las muestras se someten a la tecnica de electroforesis en 
gel de poliacriImida (SDS-PAGE) en una duncnsih 
utilizando gel de resolución al E 2% y gel concentrador al 
5%. Se ponen 10 pi de muestra en geles cunteniendo 50- 
100 g de proteha por pom, una vez que se llevó a cabo la 
&macii>n de proteina por medio de la técnica de 
Bradfoni (Bradford, 1976). Después de una electroforesis 
esthdar, se Gen can an i l  de Coomassie R-250, 0.2% 
(plv) durante una hora. Se enjuagan durante toda la noche 
en &ido acético al 7% y se dealoran en una solución de 
metano1 absoluto, &cid0 acetico giacial y agua (9:2:9, 
vIv/v). Después de fotogratiar los geles, se detectan las 
b& por medio de un densitómetro o "scanner" en su 
hendidura más angosta para l q p r  una resolucibn 
máxima. 
Se comparan las fotogmñas de las huellas proteicas de las 
cepas microbianas, marcando con un, mismo número 
aquellas huellas que sean correspondimtm o iguales y 
marcando con diferente numero aquellas que no coincidan. 
La numeracibn de los tipos de huella se Tealiza secuencial- 
mente. Se logra la identificación de la composición 
quimica de los tipos de huella por medio de pniebas 
bioquunias clásicas en combinación con es~ickies o "kits" 
comerciales para identificación (Lambert er al., 1987). 
Este tipo de caracterización puede también utilizarse para 
comparar proteinas de envolturas celulares así como para 
el anilisis de lipopolisacaiidos (Vm Peer et al.. 1990). 
Anáiisis bidimensional del perfil proteico total (De Mot 
y Vanderleyden, 1989). 
ta resoliición de todas las proteinas presentes en la klula 
puden concegtErse en un gel bidirnensiod que separa 
las prdeinas primero por carga y después por tamaño. 
La sgiaración por carga se lqm mediante &que 
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h a . i c o  (iEF), la cud se lleva a cabo con geles dentro 
de un aibo E F  (8 X 0.1 m) conteniendo urea 9.8 M, 
Nonidet P40 2% (vlv), anfoiims 6.4% (vlv) pH 5-7, 
anfohs 1.3% (vlv) pH 3.5-10, N,N--lene- 
bisacrylamida 0.23% y a c M d a  4%. Posterior al prp 
&que (15 mina 205 V, 30 min a 300 V y 60 min a 400 
V) se cargan 10 de muestra en el extremo básico de los 
geles y se cubren con 10 p1 de una solución conteniendo: 
urea 8 M, a n f o h  f % (vlv), Nonidet P40 5% (vlv) y 
&hi&rebl 100 mM. La solución amortiguadora de la 
parte s u p o r  (Catodo) comiste en NaQH 20 mM; la 
solución de la p &or (árido) consiste en H9o4 10 
mM, El enfoque hacia el equllibno se lleva a cabo durante 
20 h a 400 V. 
La segunda dimensión (SDS-FAGE) se Ueva a cabo en 
geles en placa (5% del gel mmntrador, 15% del gel de 
sepmcio~ 0.1% SDS). Lm geles IEF se extraen del 
tubo, se corta la corresrnente a cada banda y se 
coloca cada banda por separado en el gel mmntmior. Se 
cubren cm una soluciwl amortiguadora de equiiibfio 
(Tris-HClf 60 mU, pH 68,  SDS 2%, dithidhmtol 100 
mhd, gl1cero2 10% azul de bromofenoh 0.002%). Se deben 
utilizar -es de intervalos bajos. Despues de 
equilibrar por un pendo de 10 min, se corten los geles a 
15 d. Se tiñen con azul de Coomassie R-250 y se 
dGshidratan en un d o r  de geles en placa. Los 
multados se analizan a partir de las fotografias de los 
geles. 

Identificaa6n de cepas por medio del p o i i m o ~ o  en 
la longitud de los fragmentos de mtricción (restriction 
Tragment length polymorphism) (RnPs) ( B m  el al., 
1990) 

Fundamento: Esta timica es p a r t i a e n t e  Util para la 
idenhfmción de cepas específicas. Por medio de este 
prmedhiento se aida todo el genorna y se divide con una 
o varias mdonucleasas. Los fragmentos de DNA resul- 
t a n ~ ~  se sepa* por tamano por electrofomis en gel de 
agarosa y se prueban o sondean (probe) con un 
fi-agmento de DNA clonado. Se kh la especificidad 
por medio de la secuencia de la sonda y de los patrones de 
digatión de las endonucleasas de restricción. Las 
secuencias de la sorida son muchas veces repetitivas, lo 
que incrementa la saisibidad de la detección. Las 
emhas de restricción utilizadas con mayor frecuencia 

tienen sitios de m m h i e n t o  a seis pares de bases. & 
dos -res, (i) secuencias +vas y jii) sitios m- 
de reconocimienta de la enzima, eiiminan factores & 
variación debidos a pérdida de secuencias o mmg~. 
También generan un perfil de RFLP, que al o o m p w  
con el perfil &nch RFLP de dguna cepa, mfmm o 
mula la identidad de la cepa. 
Pnx3edimiaito: 
l .  EmwiOn del genoma. Las ~ o ~ e r a d o s  o e l k  
obtenidos de 20 m1 de una suspensih de dlulas 
bacterianac en fase e s t a c i d  se suspenden en soEuci0n 
Tris 50 tnM, pH 8.0, coa 20% de sacarosa, Se tratan con 
1 rnglml de l i s o h  despuk de W e r  agregado 100 m1 de 
EDTA 25 mM, y de haberse lisado en SDS ai 0.5% 
(&o al 10%). Despues del p m  de digestión GM 
RNasa A (40glmI) y proteinasa K (20 glml), se separa el 
DNA en gradientm de CsClz con la presencia de bmm 
de &dio, precipitado con isopropanol, lavado con etanol 
al 70%, y Liofilido. Los aglomerados se suspenden en 
agua destilada. La mceotsacion de DNA se determina a 
260 nm. 
2. Obtención de los fiagmntos de &@m y sondeo. Se 
incuban 3 pg de DNA genómico m 15 unidad& de la 
enzima de mticción apropiada (e.g. mRI, m or 
hzin) en un volumen taai de 28 p! durarrte 2 horas. Se - 
marca un p&do (pAM141) utiluando ya sea el 
eshiche "Oligo Labelling Kit" (no. 27-9250.01, 
Pharmacici) o el ecaiche de maraje y detección de DNA 
( n o - d d w ,  No. 1 093-625, Boehtuiger Manheim). 
3. Electrofomis y "bIots" (se denomina blot a lo que 
remita de trmsferir el DNA de los geles de agarosa a 
membranas de nitrocelulosa). Las r n u m  del DNA 
geniimico digeridas se someten a electruforesis en agmSa 
al 1% waniabs e? al., 1982) y se blotean al vacío a 
Genescreen Plus (NEN Xieseafch P m d ~ a ) ,  de acuerdo 
con el fabricante (Pharniacia). Los marcadores de tamaño 
se pducen  al cortar el fago lambda DNA (BRL) 

y con 1 D. La pre-hibridación y la hibridacibn 
se realuan en una mezcla de 50% de formamida, 5% de 
&to de dextmno, 5% de agente blqeador ( B w h W r  
Manheim), 5Xssc ( 1X:O. 15 M NaCl más 0.015 M 
citrato de sodio), N-laurilsarcosina al 0.1% y SDS al 
0.02%, a 42°C. Los blots son hbridados por lo m- 
durante 6 h a 42" y se lavan a temperatura ambiente 
d m t e 2 X 5 m u i m Z X S S C ,  ~ ~ ~ a I 0 . 1 ? 4 , ~ a 6 8 ~ C  
durante2X 15muLen SSCdO.I%, S D S ~ O . ~ % .  



Identificaci6n de bacterias por medio del mdisis de 
&idos grasOS wlulares por cromiitegrafía de gases 
(Sasser, 1 990) 

Este método es muy Util y preciso y pude identificar 
qm a Nwel de especie. Sin embargo, para realizar un 
trabajo manual apropiado. el investigador debe tener 
acceso a wia colección de cepas ya Identificadas. Además, 
el d s t s  manual de patrones obtenidos a través de 
cromatogmña de gases es extremadamente laborioso, 
especdmentc ~ u a d o  no containm con ningún indicio 
sobre Ia identidad de Ia cepa aislada cn cuestión. El 
prognma para crmputadoras quc relaciona la cepa aUn 
no identificada mtl los ceparios de bacterias diriicas y no 
clini= están disponibles en el mercado. Si no se cuenta 
cm la infraestructura apropiada. se recomienda el utilizar 
servicios dc idmtificacion comerciales. Por csta d n  los 
detalles thims para la identlficaci~n dc BPCP por medio 
de cste métcdo, m se incluycn en t'ste trabajo, 

ALMACENAMIENTO 

Las cepas idadas pueden ser ahamnadas por 
peridos de tiem110 wrtos, en tubos de agar mclinado con 
TSBA al 1/ 1 0. Para bacterias diazotrOficas se recomienda 
el medio OAB (Okon e! al., 1977) o este medio en 
combinación m!i varias fucntcs de carbono (Rennie. 
198 1) a 2°C. Pam peiidos prolongados, las cepas pueden 
ser ahccnadas cn soluciones de glicerol al 30% a -15 y 
-70°C. Para almacenamiento hdcfinido. se recomienda 
liofilitarlas utilizando cualquier tklrica de liofiljzacion 
convencional. 
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