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Análisis de la biomasa microbiana de suelos y abonos 
orgánicos sólidos

La medición de la biomasa microbiana se ha utilizado como 
un indicador de la fertilidad del suelo. La medición de biomasa 
microbiana puede utilizarse también en monitoreo ambiental, ya 
que los microorganismos pueden actuar también como indicador 
sensible de contaminación por metales pesados o bifenildiclorados.

Dentro de las técnicas para medir la biomasa microbiana la más 
empleada es la de fumigación por su simplicidad y relativo bajo 
costo. Esta se basa en la ruptura de la membrana celular por un 
biocida, entre los que se encuentran: cloroformo, etanol, propanol, 
hexanol, -propiolactina, formaldehído, glutaraldehido, óxido 
de etileno y metilbromuro. El cloroformo es uno de los biocidas 
más efectivos, debido a que no solubiliza la materia orgánica no 
microbiana del suelo y la vuelve susceptible a descomposición.
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Desde principios del siglo pasado, agentes químicos han sido 
utilizados como fumigantes. Cuando un suelo es expuesto a un 
fumigante volátil y este es removido para posteriormente incubar el 
suelo, la respiración microbiana es inicialmente más baja que en un 
suelo no fumigado utilizado como control. Sin embargo, después 
de un tiempo la velocidad de respiración en el suelo fumigado 
es a menudo más alta que en el suelo control. Así, en un corto 
período de tiempo el suelo consume más oxígeno que en un suelo 
no fumigado.

Como otros tratamientos biocidas, la fumigación acelera 
brevemente la oxidación de la materia orgánica del suelo, 
comparado a un suelo no fumigado. En su trabajo de 1966, 
Jenkinson propone que esta diferencia de descomposición es 
completamente causada por la mineralización de los organismos 
muertos durante la fumigación. Esto permite relacionar el tamaño 
de biomasa presente en el suelo, con la diferencia de mineralización 
entre un suelo fumigado y uno no fumigado. Esta diferencia de 
mineralización es defi nida por Jenkinson y Powlson (1976) como la 
diferencia de oxígeno consumido (o CO2 emitido o N mineralizado) 
entre un suelo fumigado y un suelo no fumigado y en este trabajo 
se le llamará fl ux de CO2 emitido o N mineralizado. Este fl ux de CO2, 
está entonces defi nido como:

   C 2 2F  = C-CO  obtenido del suelo fumigado C-CO  obtenido del suelo no fumigado

En una serie de artículos Jenkinson y cols. (1976) establecieron 
las bases para validar su teoría: mostraron que más CO2 se producía 
de un suelo en incubación aerobia posterior a una fumigación 
con cloroformo libre de etanol siguiendo su remoción, que de 
un suelo similar sin fumigar; además, demostraron que este CO2 
extra proviene de las células microbianas muertas cuando son 
descompuestas por la población recolonizante. Ellos sugirieron que 
la cuantifi cación de la diferencia o fl ux de CO2, puede proveer una 
estimación de la cantidad de biomasa en el suelo.

Este método se basa en las siguientes consideraciones (Jenkinson 
y Land, 1981):

• La fumigación del suelo mata la biomasa microbiana y no afecta

la materia orgánica no viva.
• El número de organismos muertos en el suelo no fumigado es

insignifi cante comparado con el del suelo fumigado.
• La fracción del carbono mineralizado de la biomasa microbiana

muerta en un período de tiempo de 10 días no difi ere en diferentes 
suelos.

El cloroformo es escogido como fumigante debido a que es 
un producto comercial más fácil de remover en un suelo que el 
metil-bromido, formaldehído y el cloropicrin. En la medición del 
fl ux de CO2, es importante que todas las trazas del fumigante sean 
removidas. Una remoción incompleta del fumigante puede interferir 
con la actividad de los microorganismos, sirviendo a estos como 
sustrato. Es por esto que el cloroformo debe estar libre de etanol, 
que generalmente se encuentra en la presentación normal del 
reactivo y que puede servir como sustrato. El cloroformo provoca la 
muerte celular, al lisar las membranas celulares; la lisis de las células 
microbianas depende del tiempo, de la temperatura, así como de la 
localización de los microorganismos en la estructura del suelo y de 
las propias características del suelo, tales como porosidad y materia 
orgánica, arcilla y contenido de carbonatos. Temperaturas bajas y 
tiempo de fumigación cortos pueden afectar los factores (kc) y así la 
estimación de biomasa microbiana.

El valor kc se considera constante para todos los suelos sin 
importar el tipo de microorganismos que existan en dichos suelos. 
Sin embargo, existen muchos trabajos en los que se cuestiona dicha 
afi rmación. 

Lynch y Panting (1980) reportan que la fumigación con cloroformo 
mata el 82-89% de las bacterias y cerca del 99% de hongos en un 
suelo arcilloso. 

Hu y Van Bruggen (1998) encontraron que la efi ciencia de 
fumigación con cloroformo para bacterias es de 98.5–93.46%. Toyota 
y cols. (1996) propusieron que esta diferencia puede deberse a los 
exopolisacáridos secretados por las bacterias que las protegen de la 
acción del cloroformo, así como la propia matriz del suelo cuando 
estas están embebidas en ella. 

Anderson y Domsch (1978) encontraron que el promedio de la 
mineralización de hongos y bacterias no es el mismo después de 
la fumigación, datos contrarios a los encontrados por Jenkinson y 
Powlson (1976). 
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Anderson y Domsch (1978) consideraron que es debido a que 
las paredes celulares son más resistentes a la degradación que el 
citoplasma, el grupo que tiene una relación pared celular citoplasma 
más grande será el más resistente a la degradación: las bacterias. 

Ross (1990) calibró el método de Fumigación-Incubación (F-
I), encontrando que el valor de kc depende de los porcentajes de 
hongos y bacterias componentes de la biomasa del suelo y puede 
variar apreciablemente con diferentes tipos de suelo.

El método F-I no puede ser usado en suelos que han sido 
recientemente secados (air dried): El secado por aire mata parte de 
la biomasa y adiciona algo de carbono que no es de biomasa. El F-I 
da valores de biomasa erróneos en suelos que contienen una gran 
cantidad de CaCO3 libre, suelos a los que se les haya adicionado 
sustrato recientemente, suelos inundados, o suelos con un pH 
menor a 4.5.

Materiales y métodos
NaOH 1 N
Pesar 40 g y disolver en 1 L de agua destilada previamente hervida.

Tomar 82.64 mL de HCl concentrado con 37.5% de pureza y 
disolverlo en 1 L de agua destilada.

Tomar 8.264 mL de HCl concentrado con 37.5% de pureza y 
disolverlo en 1 L de agua destilada.

Valoración del HCl 1 y 0.1 N 
Tomar 5 mL de HCl que se desea valorar agregar tres gotas de 
anaranjado de metilo, adicionar la solución de NaHCO3 1 N (pesar 
84.01 g de NaHCO3 anhídrido y disolver en 1 L de agua destilada). El 
vire es de canela a amarillo. Para determinar la normalidad real del 
bicarbonato de sodio:

 3 3NaHCO NaHCO(P )(N )
N

P-eq

3NaHCOP = peso de bicarbonato de sodio para 1 L.

3NaHCON = normalidad calculada.

P eq = peso equivalente del sodio.

Para calcular la normalidad real del HCl valorado:

3NaHCO
HCl

(N )(alícuota)
N =

vol. promedio
3NaHCON = normalidad real del bicarbonato de sodio.

Vol. promedio = volumen promedio gastado de NaHCO3 para 
titular el HCl.
Alícuota = volumen usado de HCl para la titulación.

Si  está  en  forma  ácida,  pesar 0.1 g de anaranjado de metilo en 
100 mL de agua; si está como sal, pesar 0.1 g de anaranjado de 
metilo  y  disolverlo en 100 mL de agua destilada, al fi nal agregar 
1.5 mL de HCl 0.1 N.

Pesar 0.5 g de fenolftaleína y disolver en 50 mL de alcohol etílico, 
aforar a 100 mL con agua destilada.

Procedimiento

Todos los suelos son tamizados (malla <5 mm) y homogeneizados; 
se toman por duplicado muestras de 25 g de suelo (si se requiere 
cubrir todas las determinaciones), y se dividen en dos grupos; el 
primero son las muestras de suelo que será fumigado, el segundo 
grupo son las muestras de suelo no fumigado. La humedad de las 
muestras se ajusta al 40% de su CRA con agua destilada. Para 
ajustar la capacidad de retención de agua (CRA) del suelo, se 
emplea la metodología propuesta por Castellanos y cols. (2000). El 
procedimiento se describe en el apartado sobre determinaciones 
de propiedades físicas de suelos y abonos orgánicos sólidos.

Una vez hecho lo anterior, las muestras son preincubadas para 
estabilizar el metabolismo microbiano del suelo. Este proceso 
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consiste en la colocación de las muestras en cubetas de plástico, 
junto  con  dos  frascos:  uno  con  agua  destilada  y otro con 
NaOH 1 N. Las cubetas se cierran y se permite la incubación de 
las muestras en oscuridad a 25 °C durante 7 días. Después de la 
preincubación se reajusta la humedad del suelo al 40% de la CRA.

Una vez terminada la preincubación, se toman las muestras de 
suelo para fumigar, y se colocan dentro de un desecador de vacío 
sobre papel absorbente húmedo. Junto con las muestras, se coloca 
un frasco con 25 mL de cloroformo libre de etanol. Ya cerrado el 
desecador se conecta a una bomba de vacío y se espera a que el 
cloroformo ebulla por 2 min, una vez cumplido este tiempo, los 
suelos se incuban 24 h en oscuridad a 25 °C. 

Después de la incubación, el cloroformo es evacuado mediante 
vacío por intervalos de 30 s el procedimiento se repite varias veces 
(aproximadamente 6–8),  hasta  que  no  es detectable al olfato. A 
ambos suelos (fumigado y no fumigado) se les reajusta la CRA al 
40% y las muestras fumigadas son inoculadas con 5% del peso seco 
de suelo no fumigado.

Posteriormente, tanto los frascos con suelo fumigado como 
los que contienen suelo no fumigado son transferidos a frascos 
herméticos de 970 mL cada uno conteniendo un frasco con 20 mL 
de NaOH 1 M, además se agregan 20 mL de H2O en el fondo del 
frasco de 970 mL para estabilizar la atmósfera. Todas las muestras 
son incubadas en oscuridad durante 10 días a 25 °C. 

Al terminar el período de 10 días de incubación, se determina el 
contenido de C (reportado en mg-C/kgss) por titulación del NaOH 1 
M con HCl 0.1 N. Con la formula siguiente:

 M BCOHCl HCl HCl ss
2 ss

muestra ss

4 x V V  x N  x 12 1000 g1000 mgmgC CO /kg  =   
P 1 g 1 kg

              

 

sskg  = suelo seco

MHClV = mL de HCl consumidos por la muestra

BCOHClV = mL de HCl consumidos por el Bco.

HClN = Normalidad del acido clorhídrico
4 = volumen utilizado de NaOH, de 20 mL iniciales se toman 5 mL.
12 = equivalente químico del C 

muestraP = Peso de la muestra

Las reacciones que ocurren en la titulación son:
2 2 3 2

fenolftaleina
2 3 3

1. CO  + 2NaOH  Na CO + H O

2. 2Na CO  + 2HCl  2NaHCO  + 2NaCl  pH 11 8
 0.1 N  vire de rosa 



 

Anaranjado de metilo
3 2 2

a transparente
3. NaHCO + HCl  NaCl + CO  + H O   pH 7 4

 0.01 N   vire de amarillo a canela
 

 neutralización 

Tomar alícuotas de 5 mL de NaOH 1 N y adicionar 20 mL de H2O, 
agregar 1 gota de indicador (fenolftaleína), y adicionar HCl 0.1 N, 
el cual neutralizara el excedente de NaOH que no reaccionó, se 
verifi ca con el paso de solución color púrpura o rosa a transparente, 
una vez hecho el vire de color, adicionar 5 gotas de indicador 
anaranjado de metilo, y adicionar HCl 0.01 N, con el cual titularemos 
el CO2 secuestrado por el NaOH 1 N. Para verifi carlo se observa el 
cambio de anaranjado a canela. A este procedimiento se le llama 
retrotitulación.

Una vez determinado el contenido de C en las muestras (ecuación 
inmediata anterior) se procede a calcular el carbono de la biomasa 
microbiana mediante la siguiente fórmula:


2 2

ss
C

(C-CO  Fumigado)  (C-CO  No Fumigado)C de Biomasa Microbiana = mg-C/kg
k

sskg  = kg de suelo seco

2C-CO  fumigado = carbono del dióxido de carbono del suelo 
fumigado

2C-CO  no fumigado = carbono del dióxido de carbono del suelo 
no fumigado.
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Ck = coefi ciente de extracción del carbono de biomasa microbiana 
después de la fumigación (0.45 a 25 °C) (Jenkinson, 1988).

Jenkinson y cols. (1976) cuantifi caron la cantidad de carbono 
extraíble por fumigación con K2SO4 0.5 M, observando una mayor 
cantidad de este en un suelo fumigado que en el control. Vance y 
cols. (1987) retomaron este trabajo, mostraron una cercana relación 
lineal entre carbono de biomasa medido por F-I y el fl ux de carbono 
orgánico extraíble (Ec) que está defi nido como:

   C org. org.E  = C  extraible del suelo fumigado C  extraible del suelo no fumigado

Vance y cols. (1987), propusieron que el carbono de biomasa (Bc) 
puede ser estimado como sigue:

C
C

EC

EB
k



CE = carbono orgánico extraible 

CB = carbono de la biomasa microbiana

ECk = proporción de carbono de biomasa microbiano que es 
extraído con K2SO4 0.5 M.

El valor de ECk  más aceptado en la actualidad es el obtenido por 

Wu y cols. (1990), que proponen ECk = 0.45.
Materiales y métodos

Pesar 39.99 g y disolver en 1 L de agua destilada previamente 
hervida.

Tomar 82.64 mL de HCl concentrado con 37.5% de pureza y 
disolverlo en 1 L de agua destilada.

Tomar 8.264 mL de HCl concentrado con 37.5% de pureza y 
disolverlo en 1 L de agua destilada.

Valoración del HCl 1 y 0.1 N 
Este procedimiento se lleva a cabo igual al señalado en el método 
de fumigación incubación.

Si   está  en  forma  ácida, pesar 0.1 g de anaranjado de metilo en 
100 mL de agua; si está como sal, pesar 0.1 g de anaranjado de 
metilo y disolverlo en 100 mL de agua destilada, al fi nal agregar 1.5 
mL de HCl 0.1 N.

Pesar 0.7 g de sulfato ferroso heptahidratado y disolverlo en 
100 mL de agua destilada. Posteriormente agregar 1.8 g de 
1,10-ortofenantrolina y disolver.

Pesar 0.5 g de fenolftaleína y disolver en 50 mL de alcohol etílico, 
aforar a 100 mL con agua destilada.

Pesar 19.612 g de dicromato de potasio y disolver en 1 L de agua 
destilada.

Pesar de 87.135 g de sulfato de potasio y diluir a 1 L con agua 
destilada.

Mezclar 100 mL de ácido nítrico (HNO3) concentrado con 200 mL de 
ácido sulfúrico (H2SO4) concentrado.

Pesar 78.428 g de sulfato ferroso amoniacal Fe(NH4)SO46H2O, 
agregar agua destilada y 20 mL de ácido sulfúrico concentrado 
Aforar a 1 L con agua destilada. El ácido sulfúrico se agrega con 
la fi nalidad de evitar que el sulfato se oxide rápidamente y la 
normalidad cambie.
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Procedimiento

Llevar a cabo el proceso de preincubación señalado en el método 
de fumigación incubación.

Una vez terminada la preincubación, ajuste la capacidad de 
retención de agua al 40%. Una mitad de las muestras a analizar 
será extraída inmediatamente utilizando 120 mL de una solución 
de K2SO4 0.5 M. Los frascos deben ser cerrados y agitados durante 
1 h. Filtrar posteriormente utilizando papel Whatman núm. 42. El 
extracto será usado para análisis de C orgánico y N inorgánico.

La otra mitad de las muestras se fumigan colocándolas dentro 
de un desecador, el cual contiene papel fi ltro humedecido (para 
mantener la humedad) y 25 mL de cloroformo libre de etanol (esto 
se logra destilando el cloroformo) en un pequeño matraz con 
trozos de vidrio o esferas del mismo material (esto tiene la fi nalidad 
de romper la tensión superfi cial del cloroformo y evitar que este 
al hervir, se proyecte hacia fuera del frasco). El desecador debe 
evacuarse con una bomba de vacio hasta lograr que hierva durante 
2 min y entonces, colocar en oscuridad e incubar a 25 °C.

Después de 24 h, el frasco con cloroformo debe removerse y el 
vapor del mismo debe ser evacuado repetidas ocasiones (6–8 veces) 
también con la bomba de vacío antes de la extracción.

Para la extracción, el suelo debe transferirse a un frasco de 250 
mL y se adicionan 120 mL de K2SO4 0.5 M. Los frascos deben ser 
cerrados y agitados durante 1 h. Filtrar con papel Whatman núm. 
42.

El C orgánico del extracto se determina por digestión de 20 mL 
del mismo con 10 mL de la mezcla digestora y 5 mL de la solución 
de dicromato de potasio 0.4 N. Colocar los frascos con la mezcla 
en autoclave a 15 lb durante 45 min. Dejar enfriar y titular con la 
solución de sulfato ferroso amoniacal 0.2 N. Adicionar antes ocho 
gotas de ortofenantrolina.

La manera en que se presentará el vire es la siguiente: el extracto 
es de color amarillo posteriormente se tornará verde, azul gris y el 
vire fi nal es a marrón.

Este procedimiento se hace también con las muestras de suelo 
no fumigadas que se extrajeron inmeditamente.

El contenido de carbono inorgánico se determina en base al CO2 

atrapado por el NaOH 1 M titulado con HCl 0.1 N ya antes descrito 
en el método de fumigación incubación. El mismo extracto puede 
ser usado para determinar el nitrógeno inorgánico.

Para determinar el contenido de C orgánico (mg-C/kgss). Con la 
fómula siguiente:

 M BCOHCl HCl SFA ss
ss

muestra ss

V V  x N  x 7 x 0.003 1000 g1000 mgmgC/kg  =   
P 1 g 1 kg

              

 

sskg  = suelo seco

MHClV = mL de HCl consumidos por la muestra

BCOHClV = mL de HCl consumidos por el Bco.

SFAN = Normalidad del sulfato ferroso amoniacal
7 = dilución utilizada para analizar las muestras, de 35 mL de la 
mezcla de extracto-mezcla digestora-dicromato de potasio se toma 
una alícuota de 5 mL.

muestraP = Peso de la muestra
0.003= miliequivalente químico del C.

Una vez determinado el contenido de C en las muestras (ecuación 
inmediata anterior) se procede a calcular el carbono de la biomasa 
microbiana mediante la siguiente fórmula:


2 2

ss
C

(C-CO  Fumigado)  (C-CO  No Fumigado)C de Biomasa Microbiana = mgC/kg
k

sskg  = kg de suelo seco

2C-CO  fumigado = carbono del dióxido de carbono del suelo 
fumigado

2C-CO  no fumigado = carbono del dióxido de carbono del suelo 
no fumigado.

Ck = coefi ciente de extracción del carbono de biomasa microbiana 
después de la fumigación (0.45 a 25 °C) (Jenkinson, 1988).
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
3NO 

2NO 
4NH

La actividad microbiana en suelos y abonos orgánicos se puede 
cuantifi car estimando la velocidad de mineralización del nitrógeno. 
Las plantas y microorganismos requieren del nitrógeno para su 
desarrollo, y este elemento se considera como un factor limitante 
para que se lleven a cabo los procesos biológicos del suelo, de ahí 
la gran importancia del nitrógeno orgánico en el suelo y abonos 
orgánicos. La mineralización del nitrógeno ocurre en dos fases, 
la primera es la amonifi cación por organismos heterótrofos, y 
la segunda es la oxidación por bacterias autótrofas del amonio a 
nitritos y nitratos, que se conoce como nitrifi cación. 

Las tres principales formas biológicas de nitrógeno son las 
proteínas, los constituyentes de las paredes celulares como la 
quitina y peptidoglucanos, y los ácidos nucleicos. 

La mineralización del nitrógeno orgánico se referirá entonces a 
la degradación de las proteínas, aminoazúcares y ácidos nucleicos 
a amonio, su forma mineral. Este proceso está en relación con la 
temperatura, humedad, cantidad de oxígeno presente, tipo de 
compuesto y el pH. 

El nitrógeno inorgánico producto de la mineralización puede 
ser inmovilizado y fi jado por las arcillas del suelo, también puede 
continuar el proceso con la reducción de los nitratos hasta 
nitrógeno atmosférico por la desnitrifi cación, o bien los nitratos 
pueden lixiviarse a los mantos acuíferos, el exceso de nitratos en 
los acuíferos puede provocar la proliferación de algas a lo que se le 
conoce como eutrofi zación; puede provocar metahemoglobinemia 
adquirida en niños y animales, por un exceso de metahemoglobina, 
forma oxidada e inactiva de la hemoglobina, los niveles altos se 
producen cuando fallan los mecanismos de defensa contra el estrés 
oxidativo dentro de los globulos rojos y el ion ferroso (Fe+2) del 
grupo hemo de la hemoglobina se oxida a su estado ferrico (Fe+3), 
esto convierte la hemoglobina en metahemoglobina, esta presenta 
una mayor afi nidad al oxígeno que la hemoglobina, causando 
una disminución de la capacidad de liberar oxígeno a los tejidos, 
provocando la hipoxia (coloración azul a marrón en la sangre). 

La metahemoglobina se reduce con la donación de electrones 
de los sistemas enzimáticos de protección como la NADH-

metahemoglobinareductasa y en menor medida el ácido ascórbico; 
al haber un exceso de nitratos en los mantos freáticos tambien se 

puede provocar la formación de compuestos carcinogénicos como 
las nitrosaminas al reaccionar los nitratos con otros compuestos 
nitrogenados.

Se determina la concentración de nitratos, nitritos y amonio 
mediante. Se toma el suelo que se incubó para determinar el C de 
la biomasa microbiana, y se le agregan 120 mL de K2SO4 0.5 M, se 
coloca en un agitador horizontal a 180 opm durante 60 min, una vez 
fi nalizada la agitación el suelo se fi ltra con papel whatmann núm. 
42. El K2SO4 0.5 M obtenido se almacena a -20 °C para posteriores
análisis.

Reactivos

Pesar 87.135 g de K2SO4 y disolver en 1 L de agua destilada. 

Clarifi cación de las muestras
En caso de que la muestra esté demasiado turbia o de color intenso. 
Esta se puede realizar siguiendo dos métodos:

Solución de ZnSO4
Pesar 100 g de sulfato de zinc, disolver en 500 mL de agua destilada, 
mezcle y homogenice, afore a 1000 mL con agua destilada.

Procedimiento
Agregar 1 o 2 mL de la solución de ZnSO4 a 100 mL de muestra. 
Ajustar el pH a 10.5 y dejar reposar unos minutos. Filtrar con papel 
Whatman núm. 42.

Suspensión de Al(OH)3
Disolver 125 g de alumbre de potasio K2Al2(SO4)424H2O y 
disolver en 1000 mL de agua destilada, calentar a 60 °C y agregar 
posteriormente 55 mL de hidróxido de amonio (NH4OH) concentrado 
lentamente y en agitación constante.

Dejar reposar la mezcla durante 1 h y posteriormente se pasa a 
un recipiente de mayor capacidad para lavar el precipitado por 
adiciones (mezclando adecuadamente) y decantaciones sucesivas 
hasta que se encuentre exento de amoniaco, cloruro de nitrito y 
nitrato.
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Procedimiento
Adicionar 1 o 2 mL de la suspensión de hidróxido de aluminio a 
20 o 25 mL de muestra. Agitar 30 min y fi ltrar con papel Whatman 
núm. 42.


3NO

Al proceso de conversión del amonio en nitratos mediado por dos 
grupos de bacterias altamente especializadas: las quimioautótrofas y 
las aerobias obligadas, se le conoce como nitrifi cación. Este proceso 
ocurre en dos etapas: el amonio es oxidado a nitrito y después el 
nitrito es oxidado a nitrato. El amonio, más que el nitrato, se puede 
adsorber en los coloides orgánicos e inorgánicos del suelo.

Esta determinación se basa en la cuantifi cación del 
3NO  con 

el ácido 2,4-fenildisulfónico en un medio ácido, que la añadir el 
KOH desarrolla el color amarillo de la sal potásica del ácido 
nitrofenoldisulfónico.

Materiales y métodos

Disolver 25 g de fenol (usar mascarilla para proteger de los vapores 
y guantes) blanco puro en 150 mL de acido sulfúrico concentrado; 
agitar bien y calentar a baño maría por 2 h. La solución se deja 
enfriar y se guarda en un frasco ámbar a temperatura ambiente.

Pesar 673.2588 g y disolverlos en 1 L de agua destilada.

Procedimiento
1.Primeramente se elabora una curva estándar utilizando nitrato

de potasio (5 g/mL) como solución estándar. 
2.Se toma una alícuota de 10 mL de K2SO4 0.5 M de cada muestra,

y evaporar a sequedad a 105 °C por 24 h.
3.Las sales presentes en el frasco contenedor de la muestra

después de la evaporación deben mezclarse con 2 mL de ácido 
fenildisulfónico a cada frasco con muestra seca, agitando 
manualmente hasta disolver. 

4.Hecho lo anterior, se agregan 20 mL de agua, y con una varilla
de vidrio se termina de disolver la muestra. A esta solución se le 

agregan 7 mL de KOH 12 N (o más hasta lograr máximo desarrollo 
de color amarillo, no más de 20 mL). Finalmente fi ltrar o decantar 
para eliminar cualquier hidróxido fl oculado. Afore a 50 mL con agua 
destilada.

5.Por último, se mide la absorbancia a 410 nm. Reportar en

3 ssgNO -N/g .


3NO

1.Secar KNO3 en un horno a 105 °C por 24 h.
2.Disuelva 0.7218 g en agua y afore a 1 L con agua destilada

(concentración de 100  3gNO N / mL ).
3.Preservar con 2 mL de cloroformo (CHCl3)/L; esta solución es

estable por al menos seis meses.

4.Solución estándar de 
3NO ; diluya 50 mL de la solución madre 

de nitrato en 500 mL con agua destilada; para obtener una solución 

de concentración 10.0  3gNO N / mL .

5.De la solución estándar de 10.0  3gNO N / mL , tomar 0, 1, 
2, 3, 4, 5, 6 y 7 mL para hacer la curva estándar de nitratos (Figura 1).

Figura 1. Curva de la solución estándar de KNO3 (10.0 g) a 410 nm.


2NO

El contenido de nitritos en suelo normalmente es muy pequeño; 
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sin embargo, en suelos abonados con fertilizantes nitrogenados 
se pueden acumular cantidades apreciables. El nitrito se determina 
por la formación de un colorante azopúrpura rojizo, producido a 
pH de 2.0–2.5 por acoplamiento de sulfanilamida diazotizada con 
diclorohidrato de N-(1-naftil)-etilendiamina (diclorhidrato de NED).

Materiales y métodos

Disuelva 0.50 g de EDTA disódico en agua libre de nitritos y diluya 
a 100 mL.

Disuelva completamente 0.60 g de ácido sulfanílico en 70 mL de 
HCl concentrado, afore a 100 mL con agua destilada (desionizada) y 
mezcla cuidadosamente.

Disuelva 0.60 g de α-naftilamina y agregar 1 mL de HCl concentrado 
en agua destilada y afore a 100 mL con agua destilada. Una vez 
preparada la solución guardar en refrigeración y en frasco ámbar 
(duración máxima del reactivo de 2–3 semanas). Por precaución, 
maneje este reactivo con extremo cuidado, utilice pipeta automática, 
evite inhalación y la exposición a la piel, ya que la α-naftilamina es 
un agente carcinógeno.

Disuelva 16.4 g de NaC2H3O2 o 27 g de NaC2H3O2·3H2O en agua 
destilada exenta de nitritos, afore a 100 mL. Filtre si la solución no 
está clara.

Procedimiento
1.Primeramente se elabora una curva estándar utilizando nitrito

de sodio (2 g/mL de solución). 
2.Se toma una alícuota de 10 mL de K2SO4 0.5 M de cada muestra,

y se le agregan 40 mL de agua destilada y/o desionizada.
3.Posteriormente en una campana de extracción, se le adicionan:

2 mL de clorhidrato de naftilamina, y se mezcla manualmente; 1 
mL de EDTA, y se mezcla manualmente; 1 mL de ácido sulfanílico, 
y se mezcla manualmente. Se deja en reposo por 10 min. Después 
agregar 1 mL de clorhidrato de naftilamina, y se mezcla 
manualmente.

4.Hecho lo anterior, se agrega 1 mL de acetato de sodio y se
agita manualmente. Dejar en reposo por 45 min. 

5.Por último, se mide la absorbancia a 520 nm. Reportar en

2 ssgNO -N/g .

La disolución desarrolla una coloración rojo intenso, en 
caso de excesiva coloración, hacer diluciones antes de leer al 
espectrofotómetro. 


2NO

1.Pesar 1.232 g de NaNO2 y aforar a 1 L con agua destilada

(concentrado de 250  2g NO N / mL ).
2.Tomar 50 mL de esta solución y aforar a 250 mL con agua

destilada (concentrado de 50  2g NO N / mL ).
3.De esta solución tomar 50 mL y aforar a 500 mL con agua

destilada (concentrado de 5  2g NO N / mL ).

4.De la solución estándar de 5  2g NO N / mL , tomar 0, 1, 2, 
3, 4, 5 y 6 mL para elaborar la curva estándar de nitritos (Figura 2).

Figura 2. Curva de la solución estándar de nitrito de sodio (5.0 g) a 
520 nm.
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
4NH

El nitrógeno orgánico en forma de proteínas y ácidos nucleicos, es 
convertido por la descomposición microbiana a amonio, por un 
proceso conocido como amonifi cación.

La primera etapa de la hidrólisis de las proteínas, es la liberación 
de aminoácidos, los cuales son hidrolizados en condiciones aerobias 
o anaerobias.

La velocidad de amonifi cación depende de la relación C/N de los 
compuestos orgánicos, a baja relación C/N se obtienen altas tasas 
de amonifi cación. 

Con excepción de la hidrólisis de urea por la enzima ureasa 
extracelular, la amonifi cación es enlazada al metabolismo de las 
células activas.

El método de determinación de amonio es una modifi cación del 
método de Azul de Indofenol descrito por Keeney y Nelson (1982), 
solo que se usa salicilato en vez de indofenol para producir color. 
Por ello es menos tóxica y el análisis puede hacerse fuera de la 
campa de extracción.

Materiales y métodos

Pesar 0.12 g de nitroprusiato de sodio, disolverlo en 70 mL de agua 
destilada y agregar 7.813 g de salicilato de sodio. Llevar al volumen 
de 100 mL con agua destilada, debe ser colocado en obscuridad 
(duración máxima de la solución es de 2–3 semanas).

Pesar 0.6 g de EDTA disódico y disolverlo en 100 mL de agua 
destilada. Refrigerar hasta su uso.

• Disolver 2.96 g de NaOH en 10 mL de agua destilada con
agitación magnética. 

• Pesar  9.96  g de fosfato de sodio dibásico y disolverlo en
65 mL de agua destilada con agitación magnética hasta que esté 
completamente disuelto y transparente (no refrigerar). Agregar 
el fosfato disuelto en agua al NaOH, lentamente y con agitación 
magnética. 

• Posteriormente agregar 10 mL de hipoclorito de sodio (cloralex)

por cada 100 mL de solución. Agitar hasta homogenizar. Aforar a 
100 mL con agua destilada. Colocar la solución en un frasco y no 
refrigerar (duración no mayor a dos semanas, pues se precipitan 
las sales).

• Medir el pH, de ser necesario ajustar a 13 ±0.2 con una solución
de NaOH.

Primero se disuelve el NaOH en agua y luego se agrega el fosfato, 
porque si no se cristaliza el fosfato y es muy difícil disolverlo. Del 
mismo modo, se debe procurar que no haya cambios bruscos de 
temperatura, porque las sales pueden cristalizar y no disolverse 
más).

Procedimiento
1.Primero se elabora una curva usando como estándar sulfato de

amonio (2 g/mL).
2.Se toma una alícuota de 1.5 mL de K2SO4 0.5 M de cada

muestra, y se procesan de la siguiente manera: a cada frasco se le 
agregan 0.5 mL de EDTA disódico (esta solución evita interferencia 
por precipitación de cationes polivalentes particularmente el 
Ca2+ y el Mg2+), 2 mL de nitroprusiato, 2.5 mL de agua y 1 mL de 
amortiguador de hipoclorito de sodio y mezclar manualmente. Por 
último se agregan 1.5 mL de agua destilada.

3.Si se forma un precipitado después de la adición del
amortiguador de hipoclorito de sodio, debe usarse una alícuota 
más pequeña o el doble de EDTA disódico.

4.Calentar en baño maría 30 min a 40 °C (rango de 37–40 °C).
Se deja enfriar hasta que se iguale la temperatura a la del 
ambiente, de 10–25 min. En este lapso también se formará una 
coloración amarilla.

5.Leer a 660 nm usando celda de cuarzo. Reportar en

4 ssgNH -N / g .

Solución stock de 
4NH

1.Pesar 0.7003 g de (NH4)2·SO4 y aforar 1 L con agua destilada

(concentrado de 0.1  4g NH N / mL ).
2.Tomar 50 mL de esta solución y aforar a 500 mL con agua
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destilada (concentrado de 10  4g NH N / mL ).
3.De esta solución se toman 20 mL y se aforan a 100 mL con agua

destilada (concentrado de 2  4g NH N / mL ).

4.De la solución estándar de 2  4g NH N / mL , tomar 0, 0.5, 
1, 1.5, 2.5, 3.5 y 5 mL para elaborar la curva estándar de amonio 
(Figura 3).

Figura 3. Curva de la solución estándar de sulfato de amonio (2.0 g) 
a 660 nm.

En la oxidación biológica de compuestos orgánicos intervienen 
procesos de deshidrogenación y estos se llevan a cabo por enzimas 
del grupo oxidoreductasas (E.C. 1), que actúan con compuestos 
orgánicos con grupo funcional alcohol, aldehído, alcanos, 
aminas primarias y secundarias como donadores de electrones, y 
compuestos como NAD+, NADP+, citocromos, oxígeno, disulfuros, 
entre otros como aceptores de electrones (Moss, 2013). 

Las deshidrogenasas presentan alta especifi cidad a sustratos, y su 
actividad se puede determinar mediante sistemas de deshidrogenasas, 
los cuales son parte integral de los microorganismos, y estos 
sistemas pueden ser utilizados como indicadores de la actividad 
microbiana del suelo.

Hay diversos reportes de que los sistemas de deshidrogenasas se 
han utilizado para comparar suelos sin perturbar y suelos agrícolas, 
para evaluar la incorporación de residuos frescos al suelo, y para 

evaluar suelos perturbados y suelos contaminados con metales 
pesados, pesticidas y por lluvia ácida. El método se basa en el 
supuesto de que en condiciones de anaerobiosis (ausencia de O2) 
el cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolium (TTC) actúa como aceptor de 
H, formándose el rojo de trifeniltetrazoliumformazan (TPF). Esto se 
puede explicar con la siguiente reacción:

+ -TTC + 2H  + 2e TPF + HCl

Materiales y métodos
Reactivos

Pesar 3 g de TTC y aforar a 100 mL con agua destilada.

Pesar 100 mg de TPF y disolver en 80 mL de acetona grado reactivo, 
después de esto, aforar a 100 mL con acetona grado reactivo, la 
concentración fi nal de la solución será 1000 g de TPF/mL de 
acetona. 

Para preparar la curva se toman 0, 0.5, 1.0, 2.0 3.0 y 4.0 mL de 
la solución estándar de TPF en un matraz aforado de 50 mL, se 
adicionan 8.3 mL de buffer tris (pH 7.6) y aforar a 50 mL con acetona 
para  obtener  las  siguientes  concentraciones:  0, 10, 20, 40, 60 y 
80 g de TPF/mL.

Procedimiento
Se pesan 2 g de suelo, previamente ajustada su CRA al 40%, en tubos  
de  ensayo  de  16  x  150  mm por triplicado, y se adicionan 67 mg 
de CaCO3, 1 mL de solución de TTC y 2.5 mL de agua destilada. 

Mezclar en vortex para que la muestra libere el aire atrapado 
(tanto como sea posible). Incubar los tubos por 24 h a 37 °C. Al 
fi nalizar la incubación, el trifenilformazan (TPF) formado por la 
reducción del TTC se extrae agitando a mano en un embudo de 
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separación con 10 mL de acetona por 5 min y filtrando. Repetir 
este paso de siete a ocho veces para asegurar la extracción 
completa del TPF. El filtrado se afora a 50 mL con acetona, y se 
leen las muestras en un espectrofotómetro de luz visible a una 
absorbancia de 485 nm usando acetona como blanco

La actividad deshidrogenasa en suelos es expresada como g 
de TPF producido/gss en 24 h. La absorbancia de las muestras se 
compara con una curva estándar de TPF en acetona, construida 
con concentraciones entre 0-1000 mg/L. Los blancos se utilizan con 
extractos acetónicos o metanólicos de suelo sin TTC o TPF.

La lectura de las concentraciones (g/mL) de la curva de 
calibración se debe corregir por los valores control y calculados.   

Para calcular la actividad deshidrogenasa ( ssg de TPF/g /día ), 
para el peso de suelo seco, se debe tomar 1 g de suelo húmedo y se 
deja secar 48 h a 37 °C, se usa la siguiente fórmula:

   
muestra

TPF 40
Actividad deshidrogenasa = 

P

TPF  = concentración de TPF en g / mL.

muestraP = peso del suelo seco (g).
40 = volumen de acetona adicionada a la muestra de suelo en el 
ensayo.

Evaluación de microbiológica de suelos y abonos orgánicos 
sólidos

La microfl ora del suelo presente en la fracción biótica del mismo y 
del abono orgánico sólido, conformada por las bacterias, hongos, 
actinomicetos, entre otros, juegan un papel clave en los ciclos de los 
nutrimentos, descomposición de desechos y residuos, control de 
patógenos del suelo, así como en la desintoxicación de compuestos 
contaminantes en el ambiente. 

Las actividades de los microorganismos del suelo y del compost 
afectarán la calidad del ambiente no solo por la sobreproducción 
de algún compuesto químico, sino también por las fallas en la 
desintoxicación de contaminantes, o por proliferación indeseable 
de biomasa (eutrofi zación). 

La importancia de los procesos del suelo mediados por 
microorganismos nos lleva a entender el efecto a largo plazo de la 
diversa microfl ora nativa del suelo. Las actividades de las poblaciones 
de microorganismos del suelo están tan relacionadas entre sí que la 
suma de todas las actividades de todas las poblaciones dentro de 
una comunidad produce un efecto más acentuado, lo que es difícil 
de relacionar. 

Por ejemplo, no es posible separar los efectos directos de un 
tratamiento en un organismo en particular de los efectos indirectos 
resultantes de la inhibición o estimulación de un segundo 
organismo, por el que el primer organismo solo tiene una relación 
de neutralismo. 

Por esta razón es difícil interpretar los efectos de tratamientos 
particulares en los microorganismos del suelo o en sus funciones, o 
aun para entender la causa real de los efectos que se han demostrado. 
Por lo que el incremento en la actividad microbiana benéfi ca está 
relacionado con el incremento de materia orgánica. La biota del 
suelo regula varias funciones críticas. La reducción excesiva de la 
biodiversidad del suelo, especialmente la pérdida de especies claves 
y/o especies con funciones únicas, puede tener efectos ecológicos 
en cascada, al conducir a un deterioro a largo plazo de la fertilidad 
del suelo y a la pérdida de la capacidad productiva agrícola.

Materiales y métodos

1.Se comienza elaborando una solución de suelo 10% (p/p). Para
ello, se toman 10 g de la muestra a probar, los cuales se diluyen 
en condiciones de esterilidad en 90 mL de agua destilada estéril. 
A partir de este punto se debe procurar trabajar en condiciones de 
asepsia. 

2.Se agita la muestra por cinco min, hasta lograr una buena
suspensión del suelo en el solvente. 

3.Con una pipeta estéril de 10 mL se añade esa misma cantidad
(dilución 1:10) de la mezcla inicial a otro recipiente con 90 mL de 
agua destilada estéril y así sucesivamente, hasta la obtener tantas 
diluciones como se desee. Nota: cambiar la pipeta de una dilución a 
otra para no alterar las diluciones.
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1.Sembrar las diluciones predeterminadas anteriormente según
el grupo microbiano a estudiar. En el caso de la siembra por el 
método de viables, se realizará por triplicado y se sembrará 1 mL 
de la dilución. En este caso se debe añadir el medio de cultivo con 
una temperatura que lo soporte la mejilla del microbiólogo. Una 
vez añadido el medio se agita la placa horizontalmente cinco 
veces a la derecha y cinco veces a la izquierda, teniendo cuidado 
de forma que no se derrame el medio fundido. 

2.Si se tratase de medio semisólido, se inocula de 0.2 a 0.3 mL de
la dilución en cada tubo.

En trabajo seriado, si la siembra se realiza de la dilución menor a 
la mayor es posible utilizar solo una pipeta para sembrar en placa. 
Por el contrario, si la siembra se realiza de la dilución mayor a la 
dilución menor, la pipeta debe cambiarse rigorosamente en cada 
dilución.

Cuenta viable de bacterias totales
Para la cuantifi cación de bacterias totales se deben preparar 
diluciones (10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5), como se explicó en el apartado 
anterior. Los medios de cultivo se esterilizan a 15 lb/in2 durante 20 
min o a 20 lb/in2 durante 15 min.

Para bacterias se debe inocular 0.1 mL de muestra de cada 
dilución y con una varilla de vidrio acodada se debe expandir la 
muestra en el medio. Para el óptimo desarrollo de las bacterias, el 
medio se debe incubar a 28 °C según el tipo de bacteria, se van a 
cuantifi car las colonias emergentes a las 24, 48 y 72 h. Para que sus 
resultados sean representativos debe hacer replicas ( 3).

Medio extracto de suelo (Zuberer, 1986)

Reactivos para: 1000 mL de medio
• pH: 6.8–7.0
• Agar: 15.0 g
• Glucosa: 1.0 g
• K2HPO4: 0.5 g
• Extracto de suelo: 100.0 mL
• H2O destilada: 900 mL

Procedimiento

1.Se tamiza el suelo con malla 20.
2.Se agrega agua destilada relación 1:1 (suelo: agua).
3.Esterilizar la mezcla por 20 min a 15 lb/in2.
4.Se fi ltra en embudo con papel fi ltro y algodón.
5.Se agrega CaCO3 (es opcional) 0.5 g/L.

Es de este extracto (esterilizado-fi ltrado) que se tomarán los 
100 mL para preparar el medio de cultivo. En caso de que no se 
complete el volumen necesario (del fi ltrado) se puede completar el 
volumen con agua destilada.

Para evitar el crecimiento de hongos en este medio se puede 
utilizar un fungicida como la ciclohexamida (se esteriliza por 
fi ltración) 40 mg/L. Esta se agrega en condiciones de asepsia, ya 
que el medio esté estéril pero aún caliente (soportable al tacto 
con la mano) para poder agitarlo y disolver el fungicida de manera 
homogénea.

El extracto de suelo también se puede utilizar para cuenta 
viable de bacterias degradadoras de celulosa empleando el medio 
siguiente:

• K2HPO4: 0.5 g
• NO3NH40: 15 g
• Carboximetil celulosa: 1.25 g
• Agar: 20 g
• Extracto de suelo6:100 mL
• H2O: 900 mL

Procedimiento
Mezclar todos los componentes en 500 mL de agua destilada, 
ajustar el pH a 6.5 y aforar a 1000 mL con agua destilada. Esterilice 
el medio, deje enfriar y vierta en las cajas de Petri, ya que solidifi que 
siembre.

6 Para preparar el extracto de suelo, se sigue la metodología empleada 
para preparar el medio extracto de suelo.
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Materiales y métodos
mL

• Agar nutritivo: 20 g
• H2O destilada: 1000 mL

Procedimiento
Mezclar los componentes en 500 mL de agua destilada, 
homogeneizar, ajustar el pH a 7.0 y aforar a 1000 mL con agua 
destilada.

Si no cuenta con el agar nutritivo comercial, lo puede preparar con 
la siguiente metodología.

Materiales y métodos

• Peptona: 5 g
• Extracto de carne: 3 g
• Extracto de levadura: 1 g
• Agar: 15 g
• Glucosa: 5 g
• Agua: 1000 mL

Procedimiento
Mezclar los componentes en 500 mL, homogenizar, ajustar a pH 7.0 
y aforar a 1000 mL. Esterilice el medio, deje enfriar y vierta en las 
cajas de Petri, ya que solidifi que siembre.

También conocido como TSA, por sus siglas en inglés Trypticase 
Soy Agar, es un medio de crecimiento no selectivo, donde crecen 
diversos tipos de microorganismos, aun cuando en el medio TSA no 
crecen todos los tipos de bacterias, si crecen la mayoría. Presenta 
mayor uniformidad y fácil preparación que el agar extracto de suelo.

Materiales y métodos

• Caldo soya tripticasa: 3 g

• Agar: 15 g
• Agua :1000 mL

Procedimiento
Mezclar los componentes en 500 mL de agua, homogenizar y aforar 
a 1000 mL con agua destilada. Esterilice el medio, deje enfriar y 
vierta en las cajas de Petri, siembre ya que solidifi que.

En este medio crecen más microorganismos que en el agar extracto 
de suelo, dando colonias más pigmentadas y de actinomicetos en 
mayor cantidad comparado con el agar extracto de suelo o agar 
soya tripticasa.

Materiales y métodos

• Leche peptonada: 1 g
• Ciclohexamida; 0.1 g
• Agar: 15 g
• Agua destilada: 1000 mL

Procedimiento
Mezclar los componentes en 500 mL de agua, homogenizar y aforar 
a 1000 mL con agua destilada. Esterilice el medio, deje enfriar y 
vierta en las cajas de Petri, ya que solidifi que siembre.

Materiales y métodos

• Triptona (digestión pancreática de caseína): 5 g
• Extracto de levadura: 2.5 g
• Glucosa: 1.0 g
• Agar :15 g
• Agua destilada: 1000 mL

Procedimiento
Mezclar los componentes en 500 mL de agua, homogenizar y aforar 
a 1000 mL con agua destilada. Esterilice el medio, deje enfriar y 
vierta en las cajas de Petri, ya que solidifi que siembre.
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La tinción Gram se usa para clasifi car a las bacterias, en positivo 
o negativo, la designación Gram (+) o G+ se da a las células que
retienen el cristal violeta después de ser expuestas a una solución de 
yoduro de potasio (lugol), safranina y alcohol cetona, la coloración 
se da al reaccionar el cristal violeta con los peptidoglucanos 
de la pared celular, mientras que las Gram (–) o G–, al carecer de 
peptidoglucanos en su pared celular no retienen el color.

Las bacterias G+ tienen la capacidad de hidrolizar compuestos 
complejos, como la quitina, al producir enzimas líticas como las 
quitinasas, caso contrario las bacterias G– hidrolizan compuestos 
sencillos, como los carbohidratos.

Reactivos
• Alcohol cetona
• Safranina
• Cristal violeta
• Lugol

Procedimiento
Con una asa bacteriológica tome un poco de muestra y colóquela 
en el porta objetos, fi je la muestra al porta objetos con calor, una 
vez esté seca la muestra, se agregan unas gotas de cristal violeta y 
se deja en reposo 1 min, se lava con agua destilada, después se 
vierte un poco de lugol sobre la muestra y se deja en reposo 1 
min, una vez terminado el minuto se lava con agua destilada, se 
agregan unas gotas de alcohol cetona y se deja en reposo de 10 a 
15 s, después se lava con agua destilada, y por último se agrega la 
safranina y se deja en reposo un minuto, y se lava con agua 
destilada. Observar en microscopio, en los objetivos de 10 y 45X.

Cuenta viable de actinomicetos
En los medios de cultivo para cuantifi car actinomicetos, también 
puede haber desarrollo de bacterias, para diferenciar las colonias 
basta tocar la colonia con una aguja de disección, las colonias de 
actinomicetos no se rompen, se deslizan por la superfi cie del medio, 
en cambio las colonias de bacterias sí se rompen.

Para la cuantifi cación de actinomicetos totales se deben 
preparar diluciones pero como su abundancia en suelos y abonos 
orgánicos no es tan alta como las bacterias, por lo tanto se ocupan 

menos diluciones (10-1 y 10-2), en caso de que en la dilución 10-2 
la abundancia sea incontable, se puede preparar una dilución más, 
como se explicó en el apartado anterior. Los medios de cultivo se 
esterilizan a 15 lb/in2 durante 20 min o a 20 lb/in2 durante 15 min.

Para actinomicetos se debe inocular 0.1 mL de muestra 
de cada dilución y con una varilla de vidrio acodada se debe 
expandir la muestra en el medio. Para el óptimo desarrollo de los 
actinomicetos, el medio se debe incubar a 37 °C, se van a cuantifi car 
las colonias emergentes a las 48 y 72 h. Para que sus resultados sean 
representativos debe hacer réplicas ( 3).

Materiales y métodos
• Agar de Czapeck Dox 50 g/L

Procedimiento
Mezclar los componentes en 500 mL, calentar con agitación 
frecuente y hervir durante 1 min, hasta disolver completamente, 
aforar a 1000 mL con agua destilada. Esterilice el medio, deje 
enfriar y vierta en las cajas de Petri, ya que solidifique siembre.

Materiales y métodos

• Almidón soluble: 10 g
• Caseína: 1 g
• KH2PO4: 0.5 g
• Agar: 10 g
• H2O destilada: 1000 mL

Procedimiento
Mezclar todos los componentes en 500 mL en agua destilada, 
ajustar el pH 7.0, aforar a 1000 mL. Esterilice el medio, deje enfriar y 
vierta en las cajas de Petri, ya que solidifi que siembre.

Materiales y métodos

• Agar: 15 g
• Almidón: 10 g
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• Caseína (libre de vitaminas): 0.3 g
• KNO3: 2.0 g
• NaCl: 2.0 g
• K2HPO4: 2.0 g
• MgSO47H2O: 0.05 g
• CaCO3: 0.02 g
• FeSO47H2O: 0.01 g
• Agua: 1000 mL

Procedimiento
Mezcle todos los componentes en 500 mL de agua destilada, 
homogenize, ajuste a pH 7.2, afore a 1000 mL con agua destilada. 
Esterilice el medio, deje enfriar y vierta en las cajas de Petri, ya que 
solidifi que siembre.

Cuenta viable de propágulos de hongos
En los medios de cultivo para cuantifi cación de hongos en muestras 
de suelo y abonos orgánicos, se deben preparar diluciones (10-1, 
10-2, 10-3, 10-4, 10-5), como se explicó en el apartado anterior. Los 
medios  de  cultivo  se  esterilizan  a  15  lb/in2 durante 20 min o a 
20 lb/in2 durante 15 min.

Para hongos se debe inocular 1.0 mL de muestra de cada dilución 
y con una varilla de vidrio acodada se debe expandir la muestra 
en el medio. Para el óptimo desarrollo de los hongos, el medio se 
debe incubar a 37 °C, se van a cuantifi car las colonias emergentes 
con desarrollo de micelio a las 48 h. Para que sus resultados sean 
representativos debe hacer replicas ( 3).

Reactivos para: 1000 mL pH 5.5-6.0
• K2HPO4: 1.0 g
• MgSO4∙7H2O: 0.5 g
• Peptona: 5.0 g
• Dextrosa: 10 g
• Rosa de Bengala al 1%: 3.3 mL
• Agar bacteriológico: 20 g
• H2O: 1000 mL
• Estreptomicina: 30 mg/L

La estreptomicina es termolábil y se esteriliza por fi ltración con 
una  membrana de 0.22 m de tamaño de poro, se almacena a 
-20 °C. Se recomienda preparar una solución madre de 100 mg de 
estreptomicina en 10 L de agua

Solución de rosa de bengala 1%
Tomar 1 mL de rosa de bengala y aforar a 100 mL con etanol.

Procedimiento
Mezclar todos los componentes en 500 mL de agua destilada, ajuste 
el pH 5.5–6.0, homogenice y afore a 1000 mL con agua destilada. 
Esterilice, deje enfriar a 48 °C, y agregue la estreptomicina. A este 
medio también se le conoce como medio rosa de bengala con 
estreptomicina, deje que solidifi que el medio y siembre.

También conocido como medio PDA (papa dextrosa agar). Es un 
medio que se puede utilizar para el cultivo de levaduras y hongos 
fi lamentosos.

Materiales y métodos
• Reactivos para 500 mL
• Infusión de papa: 200 mL
• Agua: 300 mL
• Agar: 20 g
• Glucosa: 20 g

Procedimiento para la infusión de papa
Trocee 200 g de papa (sin pelar) las papas, agregue 1 L de agua 
destilada, hierva 30 min. Filtre utilizando algodón o tela. Conserve 
el fi ltrado. 

Procedimiento
Mezcle los 200 mL de infusión de papa, con el agua, y glucosa, 
homogenice y ajuste el pH a 5.6±0.2, agregue los 15 g de agar. 
Esterilice el medio, deje enfriar y vierta en las cajas de Petri, ya que 
solidifi que siembre.

Cuenta viable de levaduras
Las levaduras son hongos que se desarrollan formando agregados 
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y que pueden presentar diferentes formas, desde globosas hasta 
cilíndricas, también formas alargadas u ovoides, a diferencia 
de los hongos fi lamentosos que presentan micelio verdadero 
y microscópico. Las levaduras, en medio sólido se desarrollan 
formando colonias semejantes a las de las bacterias.

Otra diferencia entre las levaduras y los hongos fi lamentosos, es 
que las levaduras, pueden ser identifi cadas mediante las pruebas 
bioquímicas. 

En los medios de cultivo para cuantifi cación de levaduras en 
muestras de suelo y abonos orgánicos, se deben preparar diluciones 
(10-1, 10-2 y 10-3), como se explico en el apartado anterior. Los medios 
de cultivo se esterilizan a 15 lb/in2 durante 20 min o a 20 lb/in2 
durante 15 min.

Para hongos se debe inocular 0.1 mL de muestra de cada dilución 
y con una varilla de vidrio acodada se debe expandir la muestra en 
el medio. Para el óptimo desarrollo de los hongos, el medio se debe 
incubar  a  25 °C, se van a cuantifi car las colonias emergentes a 
las 96 h. Para que sus resultados sean representativos debe hacer 
replicas ( 3).

Materiales y métodos

• Propionato de sodio: 3.5 g
• Sacarosa: 30 g
• Nitrato de sodio (NaNO3): 2.0 g
• Fosfato bipotásico (K2HPO4): 1.0 g
• Cloruro de potasio (KCl): 0.5 g
• Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO47H2O): 0.5 g
• Sulfato de fi erro (FeSO4): 0.01 g
• Agar: 15 g
• Agua destilada: 100 mL

Procedimiento
Mezclar todos los componentes en 80 mL de agua, menos el 
FeSO4, mezcle bien y homogeneice, agregue el FeSO4, afore a 100 
mL con agua destilada. Esterilice, deje enfriar a temperatura 
ambiente, ajuste el pH a 3.5 con una solución estéril de ácido 
láctico al 10%. Use inmediatamente. Vierta el medio en las cajas 
de Petri, ya que solidifique siembre. El medio puede ser 
almacenado sin acidifi car hasta su uso.

Materiales y métodos

• Glucosa: 5.0 g
• Peptona: 1.0 g
• Extracto de levadura: 2.0 g
• Nitrato de amonio (NH4NO3): 1.0 g
• Fosfato dipotásico (K2HPO4): 1.0 g
• Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO47H2O): 0.5 g
• Cloruro férrico hexahidratado (FeCl36H2O): 0.01 g
• Bilis de buey bacteriológica: 5.0 g
• Propionato de sodio: 1.0 g
• Agar: 20.0 g
• Agua destilada: 940 mL

Procedimiento
Mezclar todos los componentes en 500 mL de agua destilada, 
homogeneice, y afore a 1000 mL con agua destilada. Esterilice, 
deje enfriar a 48 °C. Prepare una solución de antibióticos 
disolviendo 30 mg de clorotetraciclina y 30 mg de estreptomicina 
en 60 mL de agua destilada estéril, esterilice la solución por 
filtración con una membrana de 0.22 µm de tamaño de poro, y 
adicione al medio cuando esté frío y usar inmediatamente. Vierta 
el medio en las cajas de Petri, ya que solidifique siembre.

Materiales y métodos

• Glucosa: 5.0 g
• Timina: 0.5 g
• Fosfato de potasio monobásico (KH2PO4): 1.0 g
• Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO47H2O): 0.5 g
• Cloruro férrico (FeCl3): 0.01 g
• Agar purifi cado: 10.0 g
• Agua destilada: 940 mL

Procedimiento
Mezclar todos los componentes en 500 mL de agua destilada, 
homogenice y esterilice, deje enfriar a 48 °C. Prepare una solución 
de antibióticos con 200 mg de ciclohexamida (Actidiona), 100 mg de 
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estreptomicina, 50 mg de aureomicina en 60 mL de agua destilada 
estéril, esterilice la solución de antibióticos por fi ltración, adicionar 
al medio cuando este frío. Vierta el medio en las cajas de Petri, ya 
que solidifi que siembre.

Danielson  y  Jurgensen  (1973)  recomiendan agregar Tergitol 
NP-27 a una concentración fi nal de 100 ppm para facilitar la 
dispersión del inóculo. Este género de levaduras ha sido aislado en 
medios de cultivo libres de nitrógeno, siendo este medio selectivo 
para identifi car el género Lipomyces en muestras de suelo.

Medio para evaluar grupos fi siológicos
En los medios de cultivo para cuantifi cación de bacterias y hongos 
degradadores de grupos fi siológicos como celulosa, quitina, lignina 
y pectina entre otros en muestras de suelo y abonos orgánicos, 
se deben preparar diluciones (10-1, 10-2, 10-3, 10-4 y 10-5), como se 
explico en el apartado anterior. Los medios de cultivo se esterilizan 
a 15 lb/in2 durante 20 min o a 20 lb/in2 durante 15 min.

Se debe inocular 1 mL de muestra de cada dilución y con una 
varilla de vidrio acodada se debe expandir la muestra en el medio. 
Para el óptimo desarrollo de bacterias y hongos, el medio se 
debe incubar a 28 °C para bacterias y 37 °C para hongos, se van a 
cuantifi car las colonias emergentes a las 24, 48 y 72 h. Para que sus 
resultados sean representativos debe hacer réplicas ( 3).

Materiales y equipo

• Agar: 18 g
• NaNO3: 3.00 g
• K2HPO4×3H2O: 1.31 g
• MgSO4×7H2O: 0.50 g
• KCl: 0.50 g
• FeSO4×7H2O: 0.01 g

Procedimiento
Mezcle  los  componentes en 500 mL de agua destilada, ajuste a 
pH 5.5 si se desea aislar hongos, o ajustarlo a 7.0 si se desean aislar 
bacterias. Afore a 1000 mL con agua destilada. Esterilice el medio, 
deje enfriar y vierta en las cajas de Petri, ya que solidifi que siembre.

Si se desean cuantifi car los organismos degradadores de lignina 

se utiliza el colorante remazol azul brillante R (RBBR).
Para degradadores de celulosa y pectina, primero se calienta el 

agua, se disuelven las sales, se calienta el agua de nuevo, y se disuelve 
la pectina o la celulosa (si se calienta el agua después de haber 
agregado la pectina o la celulosa, aumenta la tensión superfi cial 
del agua y esta se derrama, por eso ya que se disuelven en el agua 
caliente, no se debe volver a calentar), se dejar enfriar para poder 
ajustar el pH (bacterias a 7.0 y hongos a pH 5.5), se agrega el agar y 
se esteriliza en autoclave, deje enfriar el medio y viértalo en las cajas 
de Petri, ya que solidifi que siembre.

Para aislar degradadores de quitina, se calienta el agua para 
disolver las sales, se ajusta el pH (a 7.0 para bacterias o a 5.5 para 
hongos), calentar el agua y agregar el agar y la quitina, como 
ninguno de los dos se van a disolver en el agua, luego esterilice en 
autoclave, deje enfriar el medio y viértalo en las cajas de Petri, ya 
que solidifi que siembre. 

Método para solubilizadores de fósforo
En los medios de cultivo para cuantifi cación de bacterias y hongos 
solubilizadores de fósforo en muestras de suelo y abonos orgánicos, 
se deben preparar diluciones (10-1, 10-2, 10-3, 10-4 y 10-5), como se 
explicó en el apartado anterior. Los medios de cultivo se esterilizan 
a 15 lb/in2 durante 20 min o a 20 lb/in2 durante 15 min.

Para hongos se debe inocular 1 mL de muestra de cada 
dilución y con una varilla de vidrio acodada se debe expandir la 
muestra en el medio. Para el óptimo desarrollo de bacterias y 
hongos, el medio se debe incubar a 28 °C para bacterias y 37 °C 
para hongos, se van a cuantificar las colonias emergentes a las 24, 
48 y 72 h. Para que sus resultados sean representativos debe 
hacer replicas (> 3).

• Extracto de levadura: 2 g
• Glucosa: 20 g
• Fosfato tricálcico: 2 g
• H2O destilada: 1000 mL
• Agar: 22 g

Procedimiento
Disuelva los componentes en 500 mL de agua, ajuste el pH y afore 
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a 1000 mL con agua destilada. Esterilice el medio, déjelo enfriar y 
viértalo  en  las cajas de Petri, ya que solidifi que siembre. Incube 
a 30 ºC. Cuente a las 72 h, se contaran los microorganismos que 
tengan halo de solubilización del fosfato fi jado. 

Hacer aclaración respecto a qué microbiota es la predominante.

Método para fi jadores de nitrógeno
El proceso de fi jación biológica de nitrógeno inicia con la amoni-
fi cación del nitrógeno orgánico inmovilizado en las biomoléculas 
de macro y microorganismos, y posteriormente el amonio ingresa 
a la nitrifi cación, proceso en el cual la bacteria nitrosomona oxida 
el amonio a nitrito, y después la bacteria nitrobacter oxida a los 
nitritos a nitratos. En esta técnica se busca aislar a las bacterias que 
posean la capacidad de fi jar el nitrógeno, al formarse halos de inhi-
bición en la superfi cie del medio. 

En los medios de cultivo para cuantifi cación de bacterias fi jadoras 
de nitrógeno en muestras de suelo y abonos orgánicos, se deben 
preparar diluciones (10-1, 10-2, 10-3, 10-4 y 10-5), como se explicó en 
el apartado anterior. Los medios de cultivo se esterilizan a 15 lb/in2 
durante 20 min o a 20 lb/in2 durante 15 min.

Para hongos se debe inocular 1 mL de muestra de cada dilución y 
con una varilla de vidrio acodada se debe expandir la muestra en el 
medio. Para el óptimo desarrollo de bacterias y hongos, el medio se 
debe incubar a 37 °C en obscuridad, contar a los 7–10 días después 
de incubación las diluciones que tengan halo de inhibición, es de 
cir, que presenten un halo de degradación alrededor. Para que sus 
resultados sean representativos debe hacer replicas (3).

Soluciones madre para preparar el medio Watanabe

• H3BO3: 750 mg
• ZnSO47H2O: 0 mg
• CoSO47H2O: 350 mg
• CoSO44H2O: 21.8 mg
• MnCl24H2O: 20 mg
• H2O destilada: 1000 mL

• FeSO47H2O: 0.8 g

• MgSO47H2O: 4.0 g
• Na2MoO47H2O: 0.1180 g
• CaCl22H2O: 20 mg
• EDTA ácido: 0.800 g
• Solución I: 4 mL
• H2O destilada: 996 mL

• KH2PO4: 40 g
• K2HPO4: 60 g
• H2O destilada: 1000 mL

Medio Watanabe para fi jadores de nitrógeno

• Glucosa: 5 g
• Manitol: 5 g
• Almidón*: 4.5 g
• Ácido málico: 3.5 g
• Agar: 1.75 g

*Solubilizar antes en H2O destilada caliente, tener este volumen
en cuenta en el medio fi nal. 

Pesar 1 g del indicador y disolver en 100 mL de etanol.

Procedimiento
Añadir 50 mL de la solución II y 15 mL de la solución III. Ajustar a pH 
6.8-7.2. Añadir al medio 20 mL/L del indicador azul de bromotimol 
al 1% en etanol. Esterilice el medio, deje enfriar y viértalo en las 
cajas de Petri, ya que solidifi que siembre.

Es un medio selectivo para aislar bacterias Gram (+) del género 
Arthrobacter Conn y Dimmick (1947). Las bacterias de este género 
son aerobias obligadas con forma de bacilos.

Materiales y métodos

• Caldo soya tripticasa: 4.0 g
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• Extracto de levadura: 2.0 g
• Cloruro de sodio (NaCl): 20.0 g
• Ciclohexamida (actidiona): 0.1 g
• Agar: 15.0 g
• Agua destilada: 1000 mL

Procedimiento
Mezclar todos los componentes en 500 mL, homogeneizar y 
aforar a 1000 mL con agua destilada. Esterilice el medio, deje 
enfriar a 48 °C. Preparar una solución de rojo de metilo 1.5 g en 
10 mL de agua destilada, esterilizar por fi ltración. Adicionar 1 mL/
L de medio de cultivo. La concentración fi nal del rojo de metilo 
podrá ser de 150 µg/mL. Use inmediatamente. Vierta el medio en 
las cajas de Petri, ya que solidifi que siembre.

Es un medio selectivo para bacterias Gram (–) del género 
Chromobacterium Bergonzini (1880). Las bacterias de este género 
son bacterias anaeróbias facultativas. 

Materiales y métodos

• Extracto de carne:0 0.25 g
• Extracto de levadura: 0.5 g
• Peptona: 1.25 g
• Cloruro de sodio (NaCl): 1.25 g
• Agar: 1.5 g
• Agua destilada: 1000 mL

Procedimiento
Mezclar todos los componentes en 500 mL de agua destilada, 
homogeneizar y aforar a 1000 mL de agua destilada. Esterilice el 
medio y enfriar a 48 °C, adicionar desoxicolato de sodio y colistina 
hasta obtener una concentración fi nal de 0.3 mg/mL y 15 mg/mL, 
respectivamente. 

Los antibióticos pueden ser esterilizados mediante fi ltración 
antes de su adición. Adicionar ciclohexamida disuelta en acetona 
hasta obtener una concentración de 30 mg/mL. Vierta el medio en 
las cajas de Petri, ya que solidifi que siembre. Incube las cajas de Petri 
en forma invertida a temperatura ambiente y en presencia de luz 

durante 5 o 6 días, cuente las colonias típicas de Chromobacterium.

Información del análisis
Bacterias y actinomicetos
Para cuantifi car las unidades formadoras de colonia (UFC) se puede 
leer directamente en placa a simple vista o bien utilizando un cuenta 
colonias, ya que se tiene el número de colonias, se multiplica por la 
alícuota que se tomó y por la dilución y se divide entre el peso de 
la muestra, para obtener las UFC/gss

 o UFC/mL. Se puede emplear la 
siguiente fórmula.

  No. de colonias dilución
UFC = 

peso de la muestra

 Por ejemplo si se tuvieron 38 colonias en la dilución 10-3 

y se tomaron inicialmente 10 g de muestra, quiere decir que 
multiplicaremos 38 por 1000 entre 10 g, o bien si se tienen 40 
colonias en la dilución 10-1 y se tomaron 10 g de muestra, se tendrán 
(40 x 10) /10= 400 UFC/mL o 400 UFC/gss. 

Debido a la heterogeneidad en la abundancia de microorganismos 
en la muestra de suelos y abonos orgánicos sólidos, para analizar 
los datos en un paquete estadístico es necesario la transformación 
angular o arcoseno de las UFC/mL o UFC/gss encontradas, es decir, 
para que los datos presenten distribución normal. Para ello se puede 
utilizar la siguiente fórmula:

   ss
ðY = Arcsen UFC/g 180

Si usa calculadora debe estar en radianes (rad), y para Excel de 
Windows use la fórmula directamente.

El error estándar de las muestras, se puede obtener mediante la 
siguiente fórmula:

serror estándar = 
n

s = desviación estándar de la muestra
n = número de repeticiones

π
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Si se emplea algún equipo para inocular los medios de cultivo, en 
el manual de uso del equipo le mencionarán el procedimiento para 
cuantifi car las UFC.

Hongos
Para cuantifi car los propágulos de hongos fi lamentosos totales se 
puede leer directamente en placa a simple vista o bien utilizando 
un cuenta colonias, ya que se tiene el número de colonias, se multi-
plica por la alícuota que se tomó y por la dilución y se divide entre 
el peso  de  la  muestra,  para obtener los propágulos/gss

 o pro-
págulos/mL. Se puede emplear la fórmula aplicada para la cuenta 
viable de bacterias, y al igual que en las bacterias y actinomicetos, 
el número de propágulos de hongos fi lamentosos totales necesita 
ser normalizado.

Materiales y métodos

Lavar perfectamente 200 g de papas; estas se pelan y se cortan en 
cubitos de 1 cm por lado, se ponen en un recipiente con agua y se 
hierven por 5 min, se separan las papas cocidas del caldo y este se 
cuela y se vuelve a poner en el recipiente anterior; luego se 
agrega 15 g de agar-agar y se agita constantemente para evitar la  
formación de grumos, después de disuelto el agar se agregan 20 
g de dextrosa y se calienta hasta que suelte el hervor. El medio se 
esteriliza a 15 lb/in2 durante 20 min o a 20 lb/in2 durante 15 min.

Procedimiento
El hongo se inocula en medio PDA por la técnica de colonia gigante 
y se incuba a 37 °C en oscuridad. Cuando este alcance de 1–1.5 cm 
de diámetro se coloca el compost alrededor de la colonia fúngica, 
horadando el medio de cultivo con un sacabocados estéril y colo-
cando el compost con pinzas estériles en cada pocillo. Finalmente 
se incuban nuevamente las cajas de Petri a 37 °C.

Pythium spp. crece muy rápido, por lo que se colocan al mismo 
tiempo el hongo y el abono orgánico sólido en el medio PDA.

Medir el halo de inhibición a las 24, 48 y 72 h, después de aplicar 

el abono orgánico sólido, para evaluar el efecto sobre el desarrollo 
del micelio del hongo, ver Cuadro 1.

Cuadro 1. Criterio para evaluar efecto sobre el hongo
Símbolo Categoría cm del halo de inhibición

++ Inhibió bien > 1.0
+ Inhibió 0.1-1.0
- No inhibió 0

Extracción de esporas de hongos micorrícico-arbusculares de 
suelo
Los hongos micorrícico-arbusculares (HMA) son hongos habitantes 
del suelo pertenecientes al fílum Glomeromycota. Estos hongos 
forman relaciones simbióticas obligadas con las raíces de la 
mayoría de las plantas terrestres, de las cuales obtienen los 
compuestos carbónicos esenciales para completar su ciclo de 
vida. En retribución, los HMA proveen a la planta con nutrimentos 
minerales, principalmente fósforo, contribuyendo así al bienestar 
de la planta anfi triona. Gracias a este intercambio hongo-raíz 
y a la naturaleza cosmopolita de dichos hongos, esta simbiosis 
(micorrícica-arbuscular) juega un papel fundamental en el balance 
de nutrimentos en los agro y ecosistemas.

Los HMA forman esporas asexuales, ya sea dentro o fuera de las 
raíces, de talla muy superior a la mayoría de los hongos, esto es, 
esporas cuyo diámetro oscila entre de 20–500 µm aproximadamente 
(incluso pueden apreciarse a simple vista). 

Sin embargo, son organismos muy plásticos y las esporas pueden 
tomar formas globosas a muy irregulares según el medio en el que 
se forman. El recuperar las esporas de un determinado suelo para 
su observación nos puede dar una idea de qué tipos de HMA están 
presentes en dicho suelo y qué tan abundantes son. También nos 
permite aislarlas para estudiar más profundamente al organismo al 
cual pertenecen.

La forma más simple para recuperar las esporas de una muestra 
de suelo bruto es por el método de tamizado húmedo y decantación:
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Material
1.Cubeta de 2–5 L de capacidad.
2.Juego de tamices de 38, 106, 250 y 500 µm de apertura de

malla.
3.Piseta.
4.Cajas de Petri.
5.Suelo.

Procedimiento
1.Se toma una muestra de suelo, generalmente de 100 g de peso

y se coloca en la cubeta.
2.Se agrega agua corriente, de preferencia vigorosamente, hasta

un volumen adecuado que permita introducir la mano sin que se 
derrame de la cubeta. Este paso suspenderá esporas y partículas 
minerales en el agua.

3.Con la mano se van rompiendo poco a poco los terrones y
otros aglomerados que estén presentes en la mezcla hasta que se 
eliminen por completo.

4.Una vez eliminados todos los terrones, se agita la mezcla
vigorosamente para permitir que las esporas se separen totalmente 
de la fracción mineral de la muestra.

5.La mezcla se deja asentar por espacio máximo de 1 min
y se decanta inmediatamente sobre los tamices para separar las 
esporas.

6.Se colocan los tamices uno sobre otro, ordenándolos de mayor
a menor apertura de malla (es decir, el de 500 µm quedará arriba y 
el de 38 abajo). Se puede seleccionar según se desee el número y 
apertura de malla para defi nir el grado de separación de partículas.

7.Sobre los tamices se decanta el sobrenadante de la mezcla
preparada. En caso de que la muestra sea muy rica en esporas o de 
que no se tenga noción de la abundancia de esporas en la muestra, 
se recomienda repetir los pasos dos a siete de dos a tres veces.

8.Con ayuda de la piseta, recuperar las partículas retenidas por
los tamices de 38, 106 y 250 en una caja de Petri.

9.Observar al estéreo-microscopio.

En caso de que la muestra recuperada tenga un alto contenido 
de partículas minerales de suelo se recomienda limpiar la muestra 
por centrifugación en gradiente de sacarosa.

El paso 8 se realiza con la menor cantidad de agua posible. En 

tubos para centrífuga de 50 mL de capacidad, se colocan 30 mL de 
una solución de sacarosa 2–2.5 M y el sobrenadante recuperado se 
añade sobre esta solución cuidadosamente. De manera alternativa, 
se puede colocar la muestra directamente en los tubos de 
centrifugación y añadir al fondo del tubo los 30 mL de solución de 
sacarosa con ayuda de una pipeta o de una jeringa provista con una 
aguja de longitud adecuada.

Finalmente, los tubos se centrifugan a g (gravedad)×1000 
durante 3 min. Inmediatamente después se decanta el 
sobrenadante sobre el tamiz de interés (38 µm) y se enjuaga la 
muestra sobre el tamiz con agua limpia para eliminar la sacarosa. 
Recomenzar a partir del paso 8 para finalizar el procesado de 
muestras.

Conteo de esporas: Una vez recuperada la muestra de esporas 
limpias se procede al conteo de esporas totales con ayuda de un 
microscopio estereoscópico. Los resultados se expresan en núm. 
total de esporas por 100 g de muestra. Para este propósito y 
evitar falsos conteos, se puede recurrir a cajas de Petri con fondo 
cuadriculado, a tubos capilares para descartar esporas contadas. 

Es importante señalar que las esporas presentes en una muestra 
se encuentran en condiciones muy diversas. Así pues, estas pueden 
estar infestadas superfi cialmente por bacterias y hongos (incluyendo 
levaduras), los cuales pueden ser patogénicos para las plantas. Del 
mismo modo, no todas las esporas serán viables, habrá esporas 
muertas, dañadas o incluso sin contenido citoplásmico. Estas 
condiciones deben tomarse en cuenta en caso de que se realicen 
estudios precisos de densidad de inóculo, ensayos de germinación, 
viabilidad o análisis molecular.

El micelio de un HMA se puede separar en dos fases, una 
extrarradical, que comprende el micelio que se desarrolla fuera 
de la raíz, el cual es responsable de explorar el suelo y absorber y 
traslocar los minerales que proporciona a la planta anfi triona. Este 
micelio es capaz de colonizar nuevas raíces y de formar esporas. 
La segunda fase se forma intrarradicalmente, es la responsable del 
intercambio de nutrimentos con la planta y se compone de hifas 
que colonizan el córtex radical las cuales pueden formar arbúsculos 
(origen del nombre común de los hongos), esporas, y en algunos 
taxones vesículas.
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Dado que el impacto que tiene la simbiosis sobre el desarrollo 
de la planta depende en gran medida de la interacción íntima raíz-
hongo, es conveniente tratar de medir el nivel de la colonización de 
la raíz por parte del HMA ya que este es un indicador de la biomasa 
intrarradical acumulada por el hongo así como de la superfi cie de 
interacción hongo-raíz. 

Con el objeto de determinar este grado de colonización radical 
se han desarrollado varios métodos desde tinciones simples hasta 
ensayos enzimáticos y de fl uorescencia. Las tinciones simples siguen 
siendo las más utilizadas y prácticas, todos ellas tienen en común 
la necesidad de aclarar las raíces previamente a la tinción de las 
estructuras fúngicas. Diversas soluciones (potasa, blanqueador o 
agua oxigenada) se pueden usar durante el aclarado de raíces, así 
como diversos colorantes (azul de tripano, tinta permanente, rojo 
nilo, fucsina) se pueden emplear para observar al hongo (Gange y 
cols., 1999).

Materiales y métodos
• Muestras de raíces
• Solución de KOH 1 M
• Solución de HCl 1%
• Tinta para pluma fuente azul permanente (2% en HCl 1%)
• Glicerol acidifi cado (ejemplo: 50% glicerol en HCl 1% o 75%

glicerol en HCl 5%)
• Tubos de ensaye de 15–25 mL
• Cajas de Petri
• Portaobjetos, cubreobjetos

Procedimiento
1.Lavar bien las raíces con agua corriente.
2.Cortar las raíces en segmentos de 1–3 cm de longitud.
3.Introducir las raíces en los tubos de ensaye de manera que

ocupen máximo ¼ del volumen del tubo.
4.Para clarifi car pigmentos solubles en álcali, añadir KOH 1 M

hasta 50 o 75% del volumen del tubo de ensaye según la intensidad 
de la pigmentación de las raíces. Calentar los tubos de ensaye 
entre 60 y 80 °C durante 1 h. Si las raíces no están muy 
pigmentadas se pueden dejar a temperatura ambiente por 24 h 
para clarificar.

5.Después de calentar las raíces por 1 h se dejan reposar.

Las raíces con poca pigmentación requieren reposo mínimo de 2 h, 
las más pigmentadas se pueden reposar por otras 24 h.

6.Enjuagar las raíces con agua corriente para remover el álcali (se
puede apoyar con un colador de cocina).

7.Habiendo removido el álcali, las raíces se acidifi can con HCl
1% con volumen sufi ciente para sumergir las raíces por completo. 
Agitar levemente e inmediatamente eliminar el HCl y agregar la 
tinta acidifi cada hasta 50 o 75 % del volumen del tubo.

8.Los tubos se pueden calentar nuevamente a 60 °C por 2 h, se
dejan enfriar y las raíces teñidas se pasan a una solución acidifi cada 
de glicerol para remover excesos de colorante.

9.Finalmente, los fragmentos de raíz se montan sobre portaob-
jetos agregando una o dos gotas de glicerol acidifi cado fresco y se 
cubren con cubreobjetos para la observación al microscopio. Hay 
que tomar en cuenta la disposición de las raíces al momento de 
montarlas en laminillas, para el método de estimación descrito a 
continuación, se sugiere montar las raíces de forma paralela al eje 
más largo de la laminilla y las observaciones se hacen perpendicu-
larmente a dicho eje para facilitar el conteo (fl echa punteada) (Fi-
guras 4 y 5).

Figura 4. Representación esquematizada del montaje de raíces y 
de la dirección de observación sugeridas para el método Mcgonigle 

y cols. (1990). 

Existen varios aspectos adicionales que se deben considerar al 
momento de realizar una clarifi cación-tinción de raíces. Es preferible 
ensayar el método de de clarifi cación-tinción con la planta de 
interés para poner a punto la técnica y no desperdiciar muestras 
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experimentales. También es preferible trabajar con muestras frescas 
de raíz. El protocolo aquí especifi cado puede servir de base para 
una versión adaptada a las propias necesidades de trabajo según los 
recursos que se tengan y según las muestras de raíz (por ejemplo, 
raíz leñosa comparada con raíz no leñosa). Por lo tanto, se puede 
ensayar clarifi car aún más las raíces con hipoclorito de sodio (10% 
blanqueador casero) o agua oxigenada si el KOH resulta insufi ciente. 

Sin embargo se debe ser cauteloso en el uso del blanqueador 
porque impide una tinción óptima.

Figura 5. Micrografía de campo claro de una raíz de Allium porrum 
colonizada por Glomus sp. teñida con tinta azul permanente. En la 
imagen se pueden apreciar hifas (flechas negras) y vesículas (flecha 
blanca) intrarradicales. Barra= 50 µm

Es pertinente señalar que si las raíces no fueron clarifi cadas 
correctamente y la tinción resulta insatisfactoria, se pueden recuperar 
las muestras de raíz y someterlas nuevamente ya sea a clarifi cación, 
tinción o ambas para mejorar el contraste de las muestras.

Al igual que para las técnicas de clarifi cación-tinción, existen 
diversas técnicas para estimar el grado de colonización radical las 
cuales pueden requerir microscopio estereoscópico o compuesto 
según sea el caso. Es aconsejable revisar varias de ellas para elegir 
la más apropiada para el estudio que se realiza.

Aquí exponemos la técnica desarrollada por McGonigle y cols. 
(1990), una técnica es sencilla, rápida y reduce la subjetividad de las 
estimaciones. Sin embargo esta no toma en cuenta intensidades o 
abundancias de hifas, arbúsculos o vesículas, solo el porcentaje de 
presencia del hongo en la raíz.

Materiales y métodos
• Laminillas con raíces clarifi cadas y teñidas.
• Microscopio óptico.
• Objetivo con gradícula en cruz.

Procedimiento
1.Las laminillas se observan en el microscopio a una magnifi cación

de 200X.
2.Con el campo visual del objetivo con gradícula, se deben hacer

pasadas perpendiculares al eje largo de la laminilla sobre las raíces 
(intersecciones). Siempre a intervalos constantes (6, 8, 10) por raíz. 
Estos intervalos deben respetarse al menos por laminilla (Figura 6).

3.El punto de intersección gradícula-raíz se considera el punto
donde el centro de la gradícula toca por primera vez el margen de 
la raíz (Figura 6).

4.Una vez determinado este punto, el objetivo con la gradícula
es rotado si así se requiere de tal manera que uno de los ejes cruce 
perpendicularmente al eje longitudinal de la raíz (Figura 6).

5.Para examinar cada intersección, el plano focal se mueve a
través de la raíz y se registra si la gradícula corta hifas, arbúsculos o 
vesículas. En caso de que la raíz exceda el campo visual, la evaluación 
debe hacerse en dos campos que abarquen el ancho de la raíz.

6.Las intersecciones se registran en las siguientes categorías: (i)
negativas (no se encuentran estructuras fúngicas), (ii) solo hifas, (iii) 
arbúsculos y (iv) vesículas (Cuadro 2). Si la gradícula corta una o 
más hifas, arbúsculos, o vesículas la categoría correspondiente solo 
incrementa por 1. El número total de intersecciones es aquel de las 
intersecciones con la raíz y no las intersecciones con cada estructura 
del hongo. Las pasadas visuales sobre secciones de raíces que no 
tienen córtex no deben ser contadas.

7.El porcentaje de colonización arbuscular (CA) y vesicular
(CV) se obtienen dividiendo el número de arbúsculos y vesículas 
respectivamente, entre el total de intersecciones. Sin embargo, 
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la colonización hifal (CH) se determina dividiendo el número 
de intersecciones positivas (no-negativas) entre el total de 
intersecciones (Cuadro 2). 

Se recomienda hacer no menos de 150 a 200 observaciones 
(intersecciones) por planta. Una forma sencilla y adecuada para 
hacerlo es establecer tres laminillas por planta con 50 observaciones 
por laminilla. No obstante, la magnitud de los análisis de 
colonización radical y de muestreos por planta deben adecuarse a 
las necesidades experimentales: biomasa radical total, profundidad 
en el suelo, extensión radical en el suelo, disponibilidad de raíces, 
entre otros. 

De ser posible, se recomienda que una segunda persona sea 
quien etiquete las muestras para minimizar aun más el sesgo ligado 
al observador.

Cuando se analizan muestras provenientes de campo se debe 
considerar que una misma raíz puede estar colonizada por más de 
una especie de hongo, las tinciones simples no refl ejan la diversidad 
presente en la muestra ya que no hacen distinción entre grupos 
taxonómicos. 

Sin embargo, la presencia de células auxiliares en hifas 
extrarradicales o la ausencia de vesículas en la colonización radical 
pueden indicarnos que la raíz está colonizada por algún hongo de 
la familia Gigasporaceae. 

La glomalina es una glucoproteína termoestable secretada por las 
hifas de los hongos endomicorrícicos, esta glucoproteína protege 
a las hifas durante el transporte de nutrimentos desde la planta 
hasta el extremo de la hifa, y desde el suelo hasta la planta; cuando 
las hifas dejan de transportar nutrimentos y senescen, la glomalina 
contenida en su tejido es liberada y se acumula en el suelo. La 
glomalina actúa mejorando la estabilidad de los agregados del 
suelo, la estructura del suelo y actúa como un sumidero de carbono 
en el suelo.

La determinación de la cantidad de glomalina en suelo, puede ser 
usado como un indicador de la actividad del suelo y de la actividad 
fúngica, Wright y Upadhyaya (1998) reportan un mayor contenido 
de glomalina en suelos de bosque comparado con los suelos de 
pastizales. 

Treseder y Turner (2007) observaron mayor concentración de 
glomalina en suelos de bosque tropical que en suelos de bosque 
templado, pero menores concentraciones de la glucoproteína en 
suelos agrícolas y aun menores en suelos desérticos.

El contenido de glomalina en suelo se puede hacer por cuatro 
métodos: proteína reactiva en suelo por Bradford (BRSP), proteína 
fácilmente extraíble en suelo por Bradford (EE-BRSP), proteína 
Inmunoreactiva en suelo (IRSP), y proteína Inmunoreactiva 
fácilmente extraíble en suelo (EE-IRSP).

La proteína fácilmente extraíble es la fracción de glomalina 
obtenida en un ciclo de extracción, cuando los suelos son 
autoclaveados a 121 °C (grados centígrados) por 30 min con una 
solución de citrato de sodio 20 mM a pH 7.0. Si este procedimiento 
se desarrollo por períodos de autoclaveado más largos y el citrato 
de sodio es más alcalino y concentrado, se obtiene la concentración 
total de glomalina. 

El análisis de proteína por Bradford es un método general para 
determinar concentración de proteínas, mientras que los ensayos 
con proteína inmunoreactiva se hacen mediante ELISAs con un 
anticuerpo específi co para este compuesto.

Figura 6. Esquema que muestra una intersección magnifi cada 
gradícula-raíz cuando la raíz no está perfectamente alineada con el 

eje horizontal.
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La determinación por ELISA es más acertada que el método 
de Bradford, porque el anticuerpo utilizado es específi co para la 
glomalina, en cambio el método de Bradford es general para todo 
tipo de proteína, esto último es importante porque en el proceso 
de extracción se extraen también ácidos húmicos, taninos, y otras 
proteínas contenidas en el suelo, es decir, no es específi co para 
glomalina.

Materiales y métodos

Tome 8.62 mL de HCl concentrado y agregue 70 mL de agua 
destilada, mezcle durante 5 min y afore a 100 mL con agua 
destilada.

Pese 0.862 mL de HCl concentrado y agregue 70 mL de agua 
destilada, mezcle durante 5 min y afore a 100 mL con agua 
destilada.

Pese 40 g de NaOH y disuelva en 50 mL con agua destilada, 
mezcle durante 5 min y afore a 100 mL con agua destilada.

Pese 0.399 g de NaOH y disuelva en 50 mL con agua 
destilada, mezcle durante 5 min y afore a 100 mL con agua 
destilada.

Pese 5.161 g de citrato de sodio y disuelva en 200 mL con agua 
destilada, afore a 1 L.

Pese 12.9 g de citrato de sodio y disuelva en 200 mL con agua 
destilada, afore a 1 L.

Pese 8.06 g de NaCl, 0.22 g de KCl, 1.15 g de Na2HPO4 y 0.20 g de 
KH2PO4, agregue 500 mL de agua destilada, ajuste el pH a 7.4 con 
HCl 1 M o NaOH 10 M (según sea necesario). Una vez ajustado el 
pH, afore a 1 L con agua destilada. Esterilice en autoclave y almacene 
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a temperatura ambiente (uso rutinario) o bajo refrigeración entre 4 
y 8 °C.

Tomar 97 mL de dietanolamina concentrada y disolver en 800 mL de 
agua destilada, ajuste el pH a 9.8, y afore a 1 L con agua destilada.

Procedimiento

La metodología es la reportada por Wright y Upadhyaya (1996). Se 
toma 1 g de muestra previamente secada, y se coloca en un tubo 
con 8.0 mL de citrato de sodio 20 mM a pH 7.0. Las muestras se 
colocan en una autoclave, a 121 °C por 30 min, y posteriormente se 
centrifugaron a 5000 g (gravedad) por 15 min. 

Recuperar el sobrenadante, y almacenarlo a 4 °C, esta fracción 
también se le conoce como la proteína fácilmente extraíble. 

De  ser necesario repita el procedimiento, con citrato de sodio 
50 mM a pH 8.0, hasta que el sobrenadante sea color amarillo claro, 
este se refrigera a 4 °C hasta su posterior uso, a esta última se le 
conoce como el contenido de proteína total.

Se realiza con la metodología de Wright y cols. (1998), que consiste 
en precipitar la proteína con HCl 0.1 M a pH 2.0, después se 
resuspende en un mínimo volumen de NaOH 0.1 M. Por último se 
realiza una diálisis con agua desionizada, se refrigera a 4 °C hasta 
su posterior uso.

La glomalina extraída se resuspende en un buffer fosfato salino 
(PBS) a pH 7.4. Se toma una alícuota de 50 µL del extracto, se 
coloca en las placas para ELISA y se deja secar toda la noche. 
Posteriormente se incuba con el anticuerpo monoclonal específi 
co para glomalina MAb32B11, desarrollado a partir de esporas de 
Glomus intraradices, disuelto en el buffer PBS en relación 1:3 por 1 
h. Después se incuba 1 h con el anticuerpo IgM, una vez cumplido
este plazo, se incuba 1 h con la enzima fosfatasa alcalina a pH 9.4. 
Por último, se disuelve una tableta (5 mg) de sustrato para 
fosfatasa alcalina en buffer dietanolamina, y esta solución se 
agrega a la placa, 

y se incuba por 30 min. El contenido de glomalina inmunoreactiva se 
mide por espectrofotometría a 405 nm en un lector para placas de 
ELISA. Como estándar se puede utilizar suelo 100% inmunoreactivo 
determinado de acuerdo a su valor por ELISA o extracto de hifas de 
HMA frescas. Los datos se reportan como g de glomalina/kgss.

La vida de microorganismos en el ecosistema del suelo es 
poco conocida y recientemente ha cautivado la atención de los 
microbiólogos. 

Los microorganismos del suelo presentan una gran diversidad 
de actividades metabólicas y de interacciones con otros 
microorganismos, plantas y animales. Debido a la complejidad de 
la diversidad funcional de la comunidad microbiana, es complicado 
diferenciar patrones en los ecosistemas naturales y agrícolas.

Actualmente la identifi cación de microorganismos de 
ambientes naturales (suelo y agua) se realiza con técnicas que son 
independientes del cultivo in vitro. El análisis de ácidos nucléicos del 
total de la comunidad provee un gran poder de resolución y ayuda 
a responder varias preguntas que no podrían ser contestadas por 
los métodos tradicionales de cultivo. 

Los marcadores universales usados en el estudio de 
microorganismos como las regiones 16S y 18S rRNA, han sido 
ampliamente utilizados para estudios de fi logenia, que ayudan 
a sistematizar el estudio y ecología de microorganismos de 
ambientes naturales. Se han desarrollado herramientas con el uso 
de la biología molecular que permiten el análisis de la composición 
de la comunidad, fi logenética, taxonomía y función de grupos, 
identifi cación de cepas específi cas y genes funcionales. Como 
ejemplo de las técnicas más recientes podemos mencionar el 
análisis de RNA del suelo, el cual proporciona información acerca 
de la actividad microbiana y de la expresión de genes. Este es uno 
de los procedimientos más complicados, ya que el RNA es lábil por 
naturaleza.

Las herramientas de biología molecular han ayudado al desarrollo 
en el análisis de las comunidades de microorganismos en el suelo. 

Los métodos de obtención de DNA de suelo requieren de 
una adecuada ruptura celular y esto ocasiona que el DNA pueda 
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contaminarse con ácidos húmicos del suelo. La ruptura celular se 
logra con fuerte agitación de las muestras en un regulador de lisis, 
el cual contiene altas concentraciones de detergente, sales, o perlas 
de vidrio; también se recomienda congelar con N2 líquido y triturar 
con mortero, adicionalmente otros métodos emplean enzimas 
lisosimas. 

Las técnicas para purifi car ácidos nucléicos incluyen separación 
por electroforesis en geles de agarosa, en columnas de silica gel y 
otras resinas o biogeles. 

El procedimiento que se describe fue desarrollado para la 
obtención de DNA de un suelo forestal. Este método utiliza cloruro 
de benzilo y tratamientos con perlas de vidrio (glass milk) para 
obtener un DNA de calidad para ser utilizado en reacciones de PCR. 

El cloruro de benzilo interactúa con los carbohidratos de la pared 
celular y con los lípidos de las membranas celulares, favoreciendo 
la lisis celular.

Reactivos
as soluciones concentradas que se utilizan para la extracción 

de ácidos nucleicos (Sambrook y cols., 1989) son las siguientes:
• Ácido Etilendiamintetraacético (EDTA) 0.5M pH 8.0: adicionar

186.1 g de EDTA en 800 mL de H2O. Agitar vigorosamente y ajustar 
el pH a 8.0 con NaOH (20 g aproximadamente). Esterilizar en 
autoclave.

• Fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (24:24:1) pH 8: mezclar
cantidades equivalentes de fenol y cloroformo y 1/24 de volumen 
de alcohol isoamílico. Equilibrar la mezcla con Tris-HCl 0.1 M pH 8. 
Almacenar la mezcla equilibrada con Tris-HCl 0.01 M pH 8.0 a 4 °C 
en un frasco de vidrio ámbar.

• NaCl 5 M: disolver 292.2 g de NaCl en 800 mL de H2O. Ajustar
el volumen a 1 L. Esterilizar en autoclave.

• Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) al 10%: disolver 100 g de SDS
en 900 ml de H2O. Calentar a 68 °C para ayudar a la disolución. 
Ajustar el pH a 8 por adición de gotas de HCl concentrado. Ajustar 
el volumen a 1 L. 

• Tris 1 M: disolver 12.1 g de Tris base en 800 mL de H2O. Ajustar
el pH 8 por de HCl concentrado.

• Bromuro de etidio (10 mg/mL): adicionar 1 g de bromuro de
etidio a 100 mL H2O. Agitar por varias horas para asegurar una 
adecuada disolución. Almacenar en un frasco ámbar a 4 °C.

• Regulador 6X: preparar una solución que contenga 0.25% de
azul de bromofenol, 0.25% xilen cianol, 30% glicerol en agua.

• TAE Tris-acetato: 50X, 242 g de Tris base, 57.1 mL de ácido
acético glacial, 100 mL de 0.5 M de EDTA pH 8.

• CaCl2 1 M: Disolver 54 g de CaCl2.6H2O en 200 mL de H2O.
Esterilizar la solución por membrana con fi ltro de 0.22 mm. 
Almacenar a -20 °C.

• CTAB 10%: disolver 4.1 g NaCl en 80 mL de agua y lentamente
adicionar 10 g de CTAB con calentamiento y agitación. Ajustar el 
volumen a 100 mL con agua y almacenar a 4 °C.

• Regulador de fosfato de sodio (0.1 M): para un regulador a
pH 8. Mezclar 93.2 mL de NaHPO4 1 M y 6.8 mL de NaH2PO4 1 M. 
Ajustar a 1 L. Esterilizar en autoclave.

• Regulador de lisis: 100 mM Tris HCl pH 8.5, 50 mM EDTA pH 8.0,
50 mM NaCl, 10% p/v SDS

• Nitrógeno líquido.
• Cloruro de benzilo.

Procedimiento
1.Congelar con N2 líquido una muestra de suelo de 3–5 g y triturar

en mortero hasta obtener un polvo fi no. Transferir las muestras a un 
tubo de polipropileno de 50 mL. Adicionar 10 mL de regulador de 
lisis y mezclar con vortex por 1 min.

2.Enseguida incubar a 65 °C por 15 min con agitación, y adicionar
10 mL de cloruro de benzilo, mezclar con vortex por 3 min. Continuar 
la incubación a 65 °C por 15 min con agitación. Después adicionar 10 
mL de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (24:24:1) pH 8. Mezclar 
con vortex por 1 min y colocar en hielo por 10 min.

3.Centrifugar a 8500 g (gravedad) por 15 min. Recuperar la fase
acuosa y mezclar con un volumen igual de isopropanol. Enseguida 
incubar a -20 °C por 2 h y centrifugar a 8500 g por 15 min. 
Descartar la fracción acuosa, lavar la pastilla con etanol al 70%, 
secar al aire, y disolver en 100 µL de agua desionizada estéril.

Los ácidos nucléicos (DNA/RNA) pueden ser separados por 
electroforesis en gel de agarosa. La separación del DNA se da 
por peso molecular. La técnica de electroforesis es la migración 
de moléculas orgánicas en solución acuosa a través de una malla 
molecular en un campo eléctrico. Los ácidos nucléicos pueden 
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migrar en un medio básico, porque los grupos fosfato que forman 
parte de los ácidos nucléicos son ionizados, proporcionando una 
carga negativa. El porcentaje de agarosa usado depende del tamaño 
de los fragmentos a separar. En general los geles de agarosa 0.8–3% 
son adecuados para la separación de moléculas de DNA formadas 
por 100 a 1500 pares de bases.

Materiales y métodos
• Agarosa.
• Regulador de corrida TAE 1X (Tris base, ácido acético glacial,

EDTA).
• Bromuro de etidio (10 mg/mL): adicionar 1 g de bromuro de

etidio a 100 mL H2O. Agitar por varias horas para asegurar una 
adecuada disolución. Almacenar en un frasco ámbar a 4 °C.

• Regulador de carga azul de bromofenol 6X.
• Marcador de peso molecular.
• Solución saturada de NaI.

Procedimiento
1.Preparar 100 mL de agarosa al 1% (p/v) en TAE 1X, fundir la

agarosa en el horno de microondas y adicionar 2 L de bromuro 
de etidio (10 mg/mL). Armar la cámara de electroforesis y vaciar 
la agarosa a un grosor de 4–8 mm. Esperar a que solidifi que y 
agregar el regulador de corrida TAE 1X en la cámara hasta cubrir 
completamente el gel. 

2.Para preparar las muestras de DNA, mezclar 1–3 L del DNA
con 1 L del regulador de carga azul de bromofenol 6X y colocar 
la mezcla en uno de los pozos del gel. En un pozo aparte colocar 1 
L de marcador de peso molecular. En seguida conectar a la fuente 
de poder y correr a 70 volts por 45 min o hasta que el azul de 
bromofenol este cerca del fi nal del gel. Apagar la fuente de poder 
apagar los electrodos y sacar el gel. Visualizar las bandas con luz UV.

3.Para recuperar la fracción de DNA de alto peso molecular, se
corta con la hoja de bisturí estéril la zona 1.7 a 14.0 kb (kilo base) 
de peso molecular. Colocar el fragmento del gel en un tubo de 
microcentrifuga de 1.5 mL. Adicionar 2–3 volúmenes de solución 
de NaI e incubar a 56 °C por 5 min. En seguida adicionar 5 mL de 
glass milk e incubar a temperatura ambiente (25–27 °C) por 15 min. 
Continuar con un pulso en la microcentrifuga de 30 s. Lavar la 
pastilla tres veces con 250 mL de etanol al 50%. Después de cada 

lavado, resuspender la pastilla y dar un pulso en la microcentrifuga 
por 30 s. 

4.Para recuperar el DNA del glass milk, resuspender la pastilla en
20 L de agua desionizada estéril. Enseguida incubar la suspensión 
a 56 °C por 10 min y dar un pulso en la microcentrifuga por 30 s. 
Finalmente transferir la fase acuosa que contiene el DNA a un tubo 
de microcentrifuga limpio. 

Analizar la composición de la comunidad de bacterias por los 
métodos clásicos de cultivo y caracterización fi siológica es 
muy complejo. Las técnicas con ácidos nucléicos son una gran 
herramienta para detección e identifi cación de microorganismos 
en ambientes naturales. La expresión de los genes, encendido y 
apagado, depende de las condiciones ambientales. Algunos genes 
están activos únicamente en tiempo específi co. A esto se le conoce 
como actividad genética diferencial. De los ácidos nucléicos el RNA 
nos indica patrones de expresión genética, provee información del 
estatus metabólico de los microorganismos del suelo bajo diferentes 
condiciones ambientales.

Materiales y métodos
• TPM: preparar una solución que contenga Tris-HCl pH 7.5 50

mM, polivinilpirrilidona 1.7% y 10 mM MgCl2.
• TN 150: preparar una solución con Tris-HCl 10 mM pH 8 y 150

mM NaCl. 
• TMC: preparar una solución con Tris-HCl 10 mM pH 7.5, MgCl2

5 mM, CsCl 0.1 mM.
• TE: preparar una solucipon con Tris-HCl pH 8 y EDTA 1 mM.
• Albumina Sérica de Bovino (BSA) 10%.
• Complejo vanadil ribonucleosido VRC 200 mM.
• Acetato de sodio 3 M.
• Botellas de 50 mL estériles para homogeneizador celular.
• Tubos de policarbonato de 16 mL estériles.

Procedimiento:
1.Adicionar 2 g de suelo en una botella estéril del homogeneizador

con 4 g de perlas de vidrio. Agitar vigorosamente con 5 mL del 
regulador de TPM y adicionar 250 L BSA. Las botellas previamente 
enfriadas se colocan en el homogeneizador 1500 g (gravedad) por 
90 s.
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2.Colocar la suspensión en tubos de 16 mL de policarbonato para
centrifuga previamente enfriados. Colectar el suelo no resuspendido 
y agregar 5 mL del regulador TPM. Centrifugar a 15 000 g por 15 
min a 2 °C. Las perlas de vidrio, las partículas de suelo y los residuos 
celulares son separados en este paso. Colocar el sobrenadante 
en un nuevo tubo y centrifugar a 30 000 g por 30 min. Colectar 
el sobrenadante otra vez. Colocar el sobrenadante en tubos de 
centrifuga de 11 mL previamente enfriados y centrifugar a 100 
000 g y 2 °C por 2 h.

3.Descartar el sobrenadante. La pastilla formada contiene el RNA.
Adicionar a la pastilla 495 µL del regulador de TN150, 5 µL de VRC 
y centrifugar por 2-5 s a máxima velocidad. Adicionar 400 µL de 
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:25:1) y mezclar con vortex 
por 1 min. Transferir la fase acuosa a un tubo limpio. Adicionar 50 
µL de acetato de sodio 3 M pH 5.5 y dos volúmenes de etanol. 
Mezclar y almacenar a -70 °C por 30 min. Centrifugar a máxima 
velocidad por 10 min.

4.Lavar la pastilla de RNA con etanol al 70%, secar y resuspender
en 100 µL de regulador TMC que contiene 5 U de DNAsa libre de 
RNAsa. Las trasas de DNA son digeridas a 37 °C por 15 min. 
Adicionar 400 µL de regulador TN150 y 400 µL de fenol-
cloroformo-alcohol isoamílico (24:24:1). Agitar el tubo en vortex 
por 1 min y centrifugar por 1 min en la microcentrifuga a máxima 
velocidad. La extracción se repite con 400 µL de cloroformo-
alcohol isoamílico (24:1). El RNA se precipita con etanol. 
Resuspender la pastilla con 100 µL de regulador TE.

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una reacción 
enzimática mediada por oligonucleótidos que son específi cos 
de una secuencia de DNA. El DNA blanco contiene la secuencia 
de interés, la cual está constituida por cientos de nucleótidos de 
longitud. La enzima Taq DNA polimerasa cataliza la síntesis de 
millones de copias de la secuencia blanco. Una reacción completa 
de PCR comprende varios ciclos. Cada ciclo comprende tres pasos: 
desnaturalización de la doble cadena de DNA, alineación de los dos 
oligonucleótidos a la cadena molde del DNA, y extensión enzimática 
de los oligonucleótidos para producir copias que pueden servir 
como templado en el siguiente ciclo. 

El paso de desnaturalización ocurre rápidamente a 94–95 °C. 

La alineación de los oligonucleótidos depende de la temperatura 
de alineamiento (Tm), la cual depende de la composición de la 
secuencia. La extensión ocurre a 72 °C para la mayoría de los casos.

Materiales y métodos

Solución 2 mM de cada desoxinucleótido.

Preparar una solución que contenga Tris-HCl 100 mM pH 8.5, MgCl2 
20 mM y 500 mM de KCl.

Procedimiento
1.La mezcla de PCR tiene un volumen fi nal de 25 L y contiene Tris-

HCl 10 mM pH 8.5, MgCl2 1.5 mM, 0.5 mM de cada deoxinucleótido 
trifosfato (dNTPs), 0.5 M de cada oligonucleótido, 0.5 U de Taq 
polimerasa y 1 L del DNA total o 2.5 L de la dilución (1:50) de un 
DNA (10–50 ng). 

2.Las condiciones de reacción se indican en el Cuadro 3. Se utiliza
un control positivo de un DNA de un microorganismo conocido 
hongo o bacteria y un control negativo con únicamente agua.

Cuadro 3. Secuencias de oligonucleótidos para amplifi car genes 
de rRNA de hongos y bacterias.
Secuencia de oligonucleótidos Código Referencia

5´TCCGTAGGTGAACCTG 3´
GCTGCGTTGTTCATCG
TGCCAGCAGCCGGTA

GACGGCGGTGTGTACAA
AGGGTCATTGGAAACTGGG
CGTGTTGTAGCCAGGTCATA

ITS1
ITS2
16S1
16S2
BacF
BacR

White y cols. (1990)

Widmer y cols. (1998)

Kuske y cols. (1998)

3.Programa en el termociclador (Cuadro 4). Un ciclo inicial de 95
°C por 5 min; 35 ciclos de 95 °C por 1 min, 50 °C por 1 min 15 s, y 
72 °C por 1 min, y un ciclo de 72 °C por 7 min. Cuando el programa 
termina, los productos de la reacción se visualizan en un gel de 
agarosa por medio de una electroforesis.
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Cuadro 4. Materiales de reacción de PCR.
Reactivo Solución madre Volumen (mL)

Regulador
Nucleótidos

Oligonucleótido 1
Oligonucleótido 2

MgCl2
Taq polimerasa

DNA
Agua estéril

Total

10X
2 mM
5 mM
5 mM
50 mM

5 U
10-50 ng

2.5
0.5 de cada uno

2.5
2.5
0.75
0.25
2.5
12.0
25.0

La técnica RAPD está basada en un PCR que usa oligonucleótidos 
cortos de secuencia al azar (Cuadro 5). Los marcadores moleculares 
obtenidos por RAPD estiman la similitud de la comunidad microbiana 
en diferentes tipos de suelo. A esta aplicación del DNA es llamada 
huella molecular y su realización es relativamente rápida y fácil. Esta 
herramienta se ha utilizado en la clasifi cación de especies y en el 
análisis fi logenético, identifi cación de genes de resistencia, análisis 
del genoma, y análisis genético de las poblaciones.

Materiales y métodos

0.5 U de la enzima.

Solución 0.5 mM de cada desoxinucleótido.

Solución 0.5 M de cada oligonucleótido.

2.5 L de DNA total o 5 L de la dilución (1:50) de DNA de 50 ng. 

Procedimiento
1.La mezcla de reacción de RAPD tiene un volumen fi nal de 25 L
contiene Tris-HCl 10 mM pH 8.5, MgCl2 1.5 mM, 0.5 mM de cada 
desoxioligonucleótidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0.5 M 

de cada oligonucleótido, 0.5 U de Taq polimerasa y 2.5 L del DNA 
total o 5 L de la dilución (1:50) de DNA (50 ng DNA). 

Cuadro 5. Secuencia de oligonucleótidos RAPD usados en DNA 
de suelo.

Secuencia del iniciador Código Referencia

5´CGTCACAGAG 3´
GAGGCCCGTT
CAGGCTCTAG
GTTGTGCCTG
GAGGTTCAAC
CGACGCCCTG
CTCACATGCC
GCGTCGAGGG
CTCCTGTGCG
CCGTCTCTTT
CCCGCCGTTG
TGGTCCTGGC
TTCGAGCCAG
GTGAGGCGTC
CCGCATCTAC
GATGACCGCC
GAACGGACTC
TGGACCGGTG
CTCACCGTCC
AAAGCTGCGG
AAGCCTCGTC
GACGGATCAG
TTCCCCCCAG
TGAGTGGGTG
GTTGCCAGCC
ACTTCGCCAC

PS01
PS02
PS03
PS04
PS05
PS07
PS08
PS09
PS10
PS11
PS13
PS14

OPC01
OPC02
OPC04
OPC05
OPC06
OPC08
OPC09
OPC11
OPC13
OPC15
OPC17
OPC18
OPC19
OPC20

Yang y cols. (2000)

Serie de operon 
technology

2.El programa en el termociclador es (Cuadro 6): un paso inicial
de desnaturalización 94 °C por 5 min; 45 ciclos de 94 °C por 45 s, 
33 °C por 45 s, y 72 °C por 2 min; y un ciclo de 72 °C por 7 min. 
Al terminar la reacción revisar los productos de amplifi cación por 
electroforesis en gel de agarosa.
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Cuadro 6. Materiales de reacción para RAPD.
Reactivos Soluciones madre Volumen (mL)

Regulador
Nucleótidos

Oligonucleótido
MgCl2

Taq polimerasa
DNA

Agua estéril
Total

10 X
2 mM
5 mM
50 mM

5 U
10-50 ng

2.5
0.5 de cada uno

2.5
0.75
0.25
5.0
12.0
25.0

3.Visualizar los productos RAPD: Preparar 100 mL de agarosa al
2% (p/v) en TAE 1X y fundir en el horno de microondas y adicionar 
2 L de bromuro de etidio (10 mg/mL). Colocar la agarosa en la 
base para formar el gel a una profundidad de 8–10 mm. Adicionar 
regulador de corrida TAE 1X en cámara hasta cubrir completamente 
el gel. Para preparar las muestras de DNA, cada tubo con los 25 L de 
productos RAPD y 5 L del regulador de carga azul de bromofenol 
6X, mezclar y colocar cada reacción en un pozo. Colocar 5 L de 
marcador de peso molecular en un pozo separado. Conectar los 
electrodos a la fuente de poder a 60 volts por 3–4 h.

La ecología molecular provee de métodos para analizar en el DNA 
ambiental de genes específi cos. La detección de genes marcadores 
que participan en la fi jación del nitrógeno puede dar una ruta de 
análisis del potencial de fi jación de nitrógeno de un ecosistema. 
Para la evaluación de poblaciones fi jadoras de nitrógeno en el 
ambiente, el análisis de nifh, el gen que codifi ca para la nitrogenasa 
reductasa, se han utilizado varios oligonucleótidos para PCR que 
amplifi can este gen para ambos tipos de muestras microorganismos 
y ambientes. Debido a la vasta fi logenia entre los diferentes grupos 
de nitrógeno, la secuencia de los genes nifh tiene una divergencia 
considerable, e inclusive la secuencia de DNA que codifi ca 
para una región conservada de la proteína puede diferir por la 
redundancia de codones para la mayoría de los aminoácidos. El 
diseño de oligonucleótidos universales nifh requiere de grado de 
degeneración en la secuencia del DNA y puede resultar en reducción 
de la especifi cidad durante la reacción de amplifi cación por PCR. El 

siguiente protocolo refl eja la detección y la diferenciación de de 
varios grupos del taxa de fi jadores de nitrógeno.

Materiales y métodos

Regulador de reacción 1X, 200 nM de cada deoxinucleótido trifosfato 
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1 mM de cada oligonucleótido, 5 mg de 
albumina serica de bovino (BSA), polietilenglicol 8000, 2.5 M NaCl.

Regulador de enzima de restricción 1X (regulador M para HaeIII y 
regulador B para TaqI, que el proveedor del reactivo proporciona) 
y 2 U de la endonucleasa de restricción (Hae III y Taq I). Todos los 
reactivos grado biología molecular.

Procedimiento

a.Fragmentos de genes nifh son amplifi cados usando la técnica
PCR anidado. Se utilizan tres oligonucleótidos, originalmente 
desarrollados por Zehr y McReynolds (1989) y Ueda y cols. 
(1995). El primer PCR se realiza con el oligonucleótido directo 
nifh (GCIWTIAYGGNAARGGNGG) y el oligonucleótido reverso nifh
(GCRTAIABNGCCATCATYTC). El segundo PCR (anidado) se realiza 
con el oligonucleótido directo nifh (GGITGTGAYCCNAAVGCNGA) y 
el mismo oligonucleótido reverso de la primera reacción.

b.La primera reacción de PCR amplifi ca un fragmento 464 pb
(pares de bases) y el anidado amplifi ca un fragmento de 371 pb. 
La mezcla del PCR contiene regulador de reacción 1X, cada des-
oxinucleótido a una concentración de 200 nM, y cada oligonucleó-
tido degenerado a una concentración de 1 mM y 1 U de Taq DNA 
polimerasa. Para el primer PCR, 5 mg/mL de BSA se adiciona a un 
volumen fi nal de reacción de 20 L. Para el PCR anidado, 0.3 mg/mL 
se adicionan a la reacción el volumen se ajusta a 95 L.

c.La amplifi cación se realiza con un paso de desnaturalización
a 95 °C por 5 min. Las condiciones de reacción son las siguientes: 
desnaturalización 11 s a 94 °C y 15 s a 92 °C, alineación 8 s a 48 °C 
y 30 s 50 °C, y la extensión 10 s a 74 °C y 10 s a 72 °C. Un paso fi nal 
de extensión 10 min a 72 °C.

d.El primer PCR se realiza por 40 ciclos en un volumen de reacción
de 25 L y la mezcla contiene 2 L de DNA total. La reacción anidada 
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se realiza por 35 ciclos con un volumen de reacción de 100 L con 
2 L del primer PCR.

RFLP
a.Un volumen de 90 L de cada producto de PCR es mezclado

con 90 L de solución para precipitar (20% de polietilenglicol 8000, 
2.5 M NaCl), se incuba por 30 min a 37 °C y se centrifuga a 8000 g 
(gravedad) por 15 min.

b.La pastilla se lava con etanol al 70% y se seca al aire. La reacción
de restricción se realiza con la pastilla resuspendida en 40 L de 
mezcla de restricción, que contiene regulador de la enzima 1X y 2 
U de la enzima de restricción. La enzima Hae III con regulador M a 
37 °C y la TaqI con el regulador B a 65 °C, se deja la digestión por 
toda una noche.

c.RFLP se analizan en un gel de agarosa MetaPhor al 4%.

La electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE) 
se utiliza para hacer separaciones de cambios de hasta una sola 
base en un segmento de DNA. La técnica de separación DGGE 
fue descrita primero por Fischer y Lerman (1983). En un gradiente 
desnaturalizante de gel de acrilamida, la doble cadena del DNA 
es sujeta a incrementar el grado de desnaturalización de los 
segmentos llamados dominios. La temperatura es específi ca para 
la secuencia de estos dominios. Cuando la Tm es menor a la del 
domino tenemos un fragmento parcialmente desnaturalizado. 
Esto reduce la movilidad del DNA en el gel de poliacrilamida. La 
presencia de mutaciones en la secuencia de DNA puede observarse 
por diferencias en la movilidad de los fragmentos de DNA en el gel 
de poliacrilamida comparando con una secuencia normal.

Los genes blanco en el DNA de suelo son amplifi cados por PCR. 
Esto asegura una cantidad adecuada para ser identifi cada en un 
gel. Se adicionan de 30 a 40 pares de bases a un oligonucleótido 
de la reacción de PCR para que los fragmentos de DNA queden 
parcialmente desnaturalizados.

La separación de los fragmentos de PCR por DGGE es una 
herramienta útil para analizar la diversidad y funcionalidad de la 
comunidad microbiana del suelo. Además permite el análisis de 
varias muestras al mismo tiempo, y generar la huella genética de la 
comunidad microbiana del suelo.

Materiales y métodos
En el DGGE, las condiciones desnaturalizantes son creadas por la 
combinación de temperatura, entre 50–65 °C y un gradiente lineal 
desnaturalizante formado con urea y formamida. Una solución de 
100% desnaturalizante consiste en urea 7 M y 40% de formamida. 
Los geles contienen, 8% (p/v) de poliacrilamina en TAE 1X pH 8.0 
(acrilamida, bisacrilamida 37.5:1), el gradiente por lo general va de 
30 a 55% desnaturalizante de urea 7M y formamida desionizada 
40%. TEMED, persulfato de amonio al 10%, regulador de corrida 
azul de bromofenol 6X, TAE 1X, ácido acético al 10%, 
formaldehído al 37%, agua grado Milli-Q, AgNO3 0.1%, Na2CO3 
3%, Na2S2O3×5H2O 2 mg/L.

Reactivos para DGGE:

Pesar 38.9 g de Acrilamida y 1.07 g de Bis-acrilamida, disolver en 
500 mL de agua destilada, afore a 1000 mL con agua destilada, fi ltre 
con membrana a 0.45 m y almacenar a 4 °C.

Disolver 0.1 g de persulfato de amonio en 1.0 mL de agua destilada. 
Esta solución se prepara en el momento que se va a usar.

Disuelva 1 g de nitrato de plata en 300 mL de agua destilada, 
agregue 1.5 mL de formaldehido al 37%, afore a 1000 mL con agua 
destilada.

Disuelva 100 mL de ácido acético glacial en 900 mL de agua 
desionizada.

Disuelva 1.5 mL de formaldehido al 37% en 200 mL de agua 
desionizada, agregue 200 L de Tiosulfato de sodio pentahidratado 
(Na2S2O35H2O) a una concentración de 10 mg/mL, y por último 
adicione 30 g de carbonato de sodio, afore a 1000 mL con agua 
desionizada. 
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Procedimiento
PCR

1.La región variable V3 del 16S rDNA es amplifi cada por PCR con
los oligonucleótidos para esta región (Cuadro 7). El oligonucleótido 
3 contiene la misma secuencia que el 1, pero tiene en el extremo 5´ 
una adición de 40 nucleótidos rica en GC. 

Cuadro 7. Secuencia de oligonucleótidos para DGGE.

Oligonucleótido Código Referencia

5´CCTACGGGAGGCAGCAG 3´
ATTACCGCGGCTGCTGG

5´CGCCCCGCCGCGCGCGGCGGGC
GGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTA

CGGGAGGCAGCAG 3´

P1
P2

P3

Muyzer y cols. 
(1993)

2.La mezcla de PCR contiene: KCl 50 mM, Tris-HCl pH 8.5 100
mM, MgCl2 2 mM, 0.4 mM de cada deoxinucleótido trifosfato (dATP, 
dCTP, dGTP, dTTP), 1 U de Taq polimerasa y 50 ng de DNA en un 
volumen de 50 L.

3.Las condiciones de amplifi cación: un ciclo de desnaturalización
a 95 °C por 4 min, 35 ciclos de 95 °C por 1 min, 52.5 °C por 1 min, 
y 72 °C por 1 min; 1 ciclo a 72 °C por 7 min. La amplifi cación de los 
productos se revisa en un gel de agarosa al 1%.

Las muestras de PCR 25 L más 5 L de regulador de carga azul 
de bromofenol 6X, aplicar directamente al gel de poliacrilamida 8% 
con un gradiente de 30 a 55%, en TAE 1X. La electroforesis se realiza 
a voltaje constante de 45 volts y a 60 °C por 13 h.

1.La fi jación se realiza con ácido acético al 10% por 20 min, agitar
suavemente y lavar tres veces con agua Milli-Q de 2 min cada una.

2.Tinción con AgNO3 al 0.1% por 30 min con agitación suave.
Lavar con agua Milli-Q por 10 s.

3.Revelador de la tinción contiene NaCO3, formaldehido,
Na2S2O35H2O por 2–5 min.

4.Solución de paro, ácido acético glacial 10% por 5 min con
agitación suave. 

5.Capturar la imagen del gel.

Cantidad base Unidad Base
Expresión en términos 
de unidades básicas 
del SI (BIPM, 2006)

Longitud centímetro cm
milímetro mm
nanómetro nm
micrómetro mm

metro m
hectárea ha

Masa kilogramo kg
gramo g

miligramo mg
microgramo mg
nanogramo ng

miligramo por kilogramo mg/kg
kg por hectárea kg/ha

Litros por hectárea L/ha
tonelada t

tonelada por hectárea t/ha
onza oz
libra lb

Tiempo segundo s
por segundo /s

hora h
minuto min

Ión extraíble centimol por kilogramo Cmol (+)/kg

Conductividad 
eléctrica deciSiemens por metro dS/m

Volumen Litro L
Mililitro mL

Microlitro mL
Galón gal

Temperatura Centígrado °C
Concentración partes por millón ppm

miligramos por litro mg/L
gramos por litro g/L

Porciento %
peso por volumen p/v

volumen por volumen v/v
microlitro por litro mL/L
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microlitro por mililitro mL/mL
Milimolar mM

Normalidad N

Molaridad M

Micromolar mM

Unidades U
gramos por metro cuadrado g/m2

Velocidad revoluciones por minuto rpm
oscilaciones por minuto ppm

Presión libra por pulgada cuadrada lb/in2

Gravedad g
Crecimiento 
microbiano

Unidades formadoras de colonia por 
gramo UFC/g

Unidades formadoras de colonia por 
mililitro UFC/mL

Potencial 
eléctrico Voltios volts

Densidad gramos por centímetro cúbico g/cm3
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