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I. INTRODUCCION

La microbiologfa de suelos y especialmente la bacteriologia
de suelos, no es una disciplina nueva. Hace aproximadaménte
ocho décadas, se inicid su estudio formal, por el interés
de algunos investigadores de conocer las poblaciones bacte-
rianas del suelo,

Los resultados de esos trabajos, sentaron las bases para su
desarrollo cientifico e hicia?on conocer que la corteza su-
perficial de la tierra no es sclamente una matriz f{sico-
quimica estética, éino también un sistema bioldgico dindmi-
co en equilibrio cohtinuo, en el cual algunas sustancias no
asimiiables por las plantas, son transformadas en utiliza-
bles a través de la actividad microbiana.

A pesar de la gran importancia que tienen los microorganis-
mos en la fertilidad de los suelos, su estudio ha sido relg
gado a un segundo plano, posiblemente por lo laborioso, tq;
dado, poco preciso y costosc de.los métodos existentes de g
ndlisis cuantitativo y clasificacidén de los microorganismos
del suelo.

El recuento bacteriano en cajas de Petri 4 método de dilu~

cién en placa, ha sido la forma tradicional de realizar and
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lisis cuantitativos de bacterias de suelos agricolas; esta
técniga tiene serias limitacionss de metodologfa y exacti-
tud.
£l método *NGC tiene su origen en bacteriocologfa médica y es
ql resultado de una serie de modificaciones realizadas por-
la autora a la técnica de Kass para urocultivos hasta 1lle
gar a recucentos bacterianos en medios liquidos (De la Garza
y Zertuche, 1974). La técnica mencionada, por primera oca-
sidn se utiliza en este tipo de trabéjos, para conocer la
pobladién bacteriana en suelos agrfcolas; esta adaptacidn
nos presenta una alternativa para realizar dichos estudios

bacterioldgicos, con una mayor ventaja en cuanto a metodolg

gfa y exactitud, lo que nos viene a abreviar tiempo, costos

y un mayor rendimiento técnico, sin menoscabo de su cali-

dad.

El objetivo del presente trabajo de investigacidn es hacer

un andlisis comparativo entre los métodos cldsico y WMGC prg

puesto, para observar las posibilidades de uso de é&ste diti

mo, para estudios cuantitetivos de bacterias del suelo.

* Las siglas HMGC se refieren a flercedes de la Garza Curcho,
autora de este wmétodo.




II. REVISION DE LITERATURA

La microbiologfa, a pesar. de ser una ciencia nueva, ha con-
tribuido més que ninguna otra en beneficio de la humanidad.
Con los procesos microbioldégicos se mejora la produccidn a-
grfcocla por mayor fertilidad de los suelos;.la cual depende
de. la actividad de los microorganismos y por el control de
numerosos patdgencs de las plantas. Asfmismo,(cuando una
bagteria s® siembra en un medio de cultivoxconveniante,‘sd-
lido & samisdlido y a una temperatura~y grado dse humedad a-
decuados, se multiplicaré rdpidamente, producisndo un cdmu-
lo de organismos cuya formacién se denomina “tolonia”.AEStD
SUCBdG'PQI lo general entre las 24. y 48 horas de incubacidn,
aunque algunas bacterias requieren de mayor tiempoe. tbdriqg,
mente se considera gue una colonia es producto de una sola

célula bacteriana (Divo, 1971).)

(Sin un mecanismo de mineralizacidén, la supsrficie de la tie

rra hace mucho tiempo que habrfa sido agotada en los sulfa
tos, nitratos y biéxido de carbono (elementos necesarios pa
ra el crecimiento de las plantas) y la vida sobre la tierra
habrfa cesado. Sin embargo, tal mecanismo sxiste en la for-
ma de actividades metabdlicas de los microorganismos, asfi,

el nitrdgeno, el azufre y 8l carbono, constantemente pasan



por ciclos de transformacidn casi parfectos, de la forma
oxidada inorgdnica hacia la fcrma reducidas orgénica, repi-
tiéndose continuamente este proceso. Estos ciclos y de }ahi
toda la vida sobre la tierra, dspenden parcialmente de la
accién microbiana (Jawetz, Melnick y Adelberg, 1977),!

La fertilided del suelo depende en gran parte de la activie
dad bacteriana. Las bacterias del suelo son esenciales para
todos los procesos vitales, ya que sin los procssos de pu-
trefaccidn, desintegracidn y mineralizacidn, no habrfa des-
composicién de la materia vegstal y animal muerta, ni reduc
cién de nitratce a nitritos y otros, respectivamente. La na
turaleza y la magnitud de la poblacién bacteriana del suelo
dGPBNden.de las condiciones ambientales quse la rodean. | El
daaarrol;o y reproduccidn de microorganismos se puede reali
zar en el laboratorio, utilizendo medios de cultivo, @ los
cuales se le@s incorpora 153 sustancias nutritivas necesa-
rias; con la humedad, presién osmdtica, tensidn superficial,
que mejor convengan a los requerimientos especificos de las
bacterias que se cultivan., NMuchas ba&terias requiersn sdlo
los medios ordinarios de cultivo, otrés necesitan medios eg
peciales para ayudar a la identificacidn cuando las carace
tarfaticas del cultivo y las reacciones espec{ficas son los

factores determinantes (Bryan y colaboradores, 1974).:



Las bacterias del suslo, son 1los mds pequeiios y nNuUMeErosos
microorganismos que viven libremente en 8l sueloj; tomados
colectivamente, su serie de capacidades autotréficas y hete
rotrdficas no es igualada por ningdn otro de los grupos
principales de seres vivientes del suelo, generalmente, las
bacterias del suelo son estudiadas teniendo en cuenta su
participacidn en los ciclos del nitrdgeno y del carbono o
en otras transformaciones. También pueden realizarss estu-
dios sobre su morfologfa y taxonomfa, sus tolerancias am=-
bientales, su distribucién en el suelo y desde el punto de
vista de sus relacicnes bidticas con otros microorganismos
0 con plantas superiores.; Con la metodolocgfia existenfe, la
poblacidn bacteriana no puede determinarse con precisién en
ninguna muestra dada de suelo, por lo que ss efectdan esti-
maciones, no mediciones. Estas estimaciones se realizan en
cultivos o mediante sxamen microscdpico directo. El método
gue se emplea gaeneralmente es la técnica de dilucidén en pla
ca. Una primera suposicidén de la técnica, es que cada bac-
teria viable de la suspensidn del suslo usada como inoculan
te, desarrollard una colonia visible durante la incubacién

(Clark, 1971).



La éapa superior del suelo fértil (los primexos centfmetros
de la superficie), se ha descrito como un verdadero univer-
s0, en donde incontables criaturas (bacterias verdaderas,
actinomycetos, algas, etc), viven y mueren sélo para ser re
emplazadas continuamente por sus descendientes, en un proce
s0 que se ha ido repitiendo durante millones de afics. Las
especies de microorganismos que se pueden cultivar de una
muestra cualquiera de suelo y su ndmerc, varfan considera-
blemente de acuerdoc con las caracterfsticas del terreno, hu
medad; alimento, etco}/}as distintas mezclas de sustancias
nutritivas empleadas en el laboratorio para el cultivo de
microbios, sa denomina genéricamente medios de cultivo. Los
cultivos en agar u otros medios sélidos en cajas de Petri,
86 llaman cultivos en placa (placas vertidas, placas por eg
tria). Con frecuencia, cuando aludimos s las cajas de Petri,

las llamamos simplemente placas (Burdon y Williams, 1978).\

Una c6lula viva se define como &quella capaz de dividirse.

Generalmente se hace una enumeracién viable determinando &l
ndmero de células de una poblacidn capaces de dividirse y
formar colonias. La enumeracién viable se realize tan fre-
cuentemente en investigacidn y en la microbiologfa aplica-

da, que el conocimiento de este método @s importants para



todo microbidlogo. La enumeracidn en placas es muy senrsible
porque en principio, cualquier célula viable, cuando se co-
loca en un medio apropiado origina una colonia, adem&s pexr-
mite la identificacidn positiva del organismo que se cusn-
ta y su diferenciacién en cuénto a forma, tamafio, textura y
color, ya que en una mezcla se pueden encontrar varios ti-
pos de organismosq~}as enumeraciones viables astdn habitual
ments sujetas a erraores grandes y una enumeracidn precisa
requiere gran atencidn para normalizar todos los aspectos
de la técnica. Sin embarga, como se ha indicado, este méto-
do aporta una informacidn que no puede obtenerse de ninguna
otra manera (Brock, 19761ﬂ
|La porcién viviente del suelo, conetituye apreciablemente
menos del 1% del volumen total, sin embargo, es indudable~
mente esencial para 1la produccidén y para la fertilidad del
suelo. Una determinacidén del nidmero de bacterias viables en
cultivo puro, es un procedimiento relativamente gimple, por
medio del recuento en places o por otros métodos. Se torna
complicado cuando se trata de un medio tan heterogéneo como
es el suelo, @n dénde las tdcnicas bacteriolégicas conven-
cionales estiman solamsnte unsa porcidén del ndmero total de

bacterias, debido a que los requisitos ds crecimiento para



muchas cepas son desconocidos. Los métodos de examar del
suelo para cuentas viables arrojan a menudo resultédos Vaw
riables y los errores en el muestreo y en la preparacidn de
la muestra, son frecuentemente mayores que las variaciones
inherentes al procedimiento de recuento. El recuento en pla
cas probablemente subestima la densidad real de la pobla-
cién bacteriana, ya que muchas bacterias del suelo no se de
sarrollan en los medios convencionales. Sin embargo, la via
bilidad y el potencial bioquimico del microorganismo detec-
tado como colonias sobre agar, es en la actualidad el mode-
lo ecolégico més Gtil (Alexander, 1977lﬂ

/Son varios los factores que detesrminan la precisidn del mé-
todo dél recuento bacteriano en placas, entre ios que desta
can principalmente; a) 8l uso de un medio adecuado, b) la
temperatura de incubacidn debs ser cuidadosamente controla-
da, c) 8l tiempo de incubacidn y d) la manera de contar las
colonias. Un medio de cultivo satisfactorio debe ser unifox
me, debs dar resultados réproducibles y suprimir el desarrg
llo de las grandes colonias que se extienden por el mismo
medio (Allen, 1957).!

El ndmero y la clase de los microorganismos del suelo debqg

den de la naturalsza dej} mismo, la profundidad, la estacidn



del afio, la reaccidn pH, 1la cantidad de materia orgédnica,
le temperatura y la humedad, entre otros. Los microorganise
mos bacterianos se encuentran sobre todo en la capa de matg
ria coloidal que envuelve las partfculas de suelo. Las bac
terias en contacto con los coloides del suelo adsorben cae-
tiones y es diffcil eliminar 6 separar los microorganismos
de esta capa coloidal, es por éso que el némero de colonias
que apardzca en una placa de agar no nos da idea exacta de
la poblacidn de una muestra de suelo. As{ como tampoco hay
un solo medio de cultivo satisfactorio para el desarrollo
de todas las especies que el suelo contiene., Para la deter=-
minacidn cuantitativa de log microorganismos del suelo, se
emplean generalmente dos métodos: el de la placa de agar y
el del microscapio § directo, 8l primero es el m&s usado, -
£l ndmero de microorganismos de un suelo, incluso en una ex
tensidn pequefia, no es uniforme, Para aumentar la exactitud
del anilisis, hay que tomar varias muestras de una misma
parcela y considerar comg una cifra representativa el prome
dio de todas las determinaciones. Un simple recuento pusde
considerarse desprovisto de valor para computar la poblae

cién bacteriana del syelo examinado (salle, 1961) o
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Por lo gencral, las cifras obtenidas con 1os métodos direce
tos 6 microscépicos d: recuentos bacterianss, son mucha. més
altas gue las obteniuas con los métodos indirectos. Debido

a que en el primer cascu se toman en cuenta todos los micro-
organismos; sin diferenciar si se encuuntran con vida o sin
ella, no obstante las desventajas que presenta este método,
las cuentas obtenidas con su ayuda son de gran utilidad y
se consideran complementarias de las obtenidas con el méto-
do de placas, 8l cual los analistas consideran més satisfac
torio'para detcrminar la abundancia relativa de los microogr

ganismos (Leal, lQS?lj



3.1

3.2

ITTo WATERIALLS Y MTODGCS

El presente trobajo de invectigacidn, se llevéd a cabo en el
lavoratorio de Fertilidad de Suelos de la Universidad Autd-
noma Agraria "Antonio Narro", lucalizada en Buenavist:, Sal
tillo, Coahuila, fiéxico.

Recoleccidén de nuestris de suelo.

Para este trabajo, se tomaron cuarenta nuestras de suelo de
diferentes terrenos agrfcclas del drea de influencia cde 1la
misma Universidad {bajfo, sur de la ;stacidn agrometereold-
gica, etc) en diferentes épocas del afio recoclectando cuatro
muestras por semana a una profundidad de 30 cm, por ser es-
ta zona donde ejercen mds influencia los microorganismos.
Preparacidn de muestras de suelo.

Inmediatamente después de obtenidas las muestras, se trasla
daron al laboratorio, donde se tamizaron con malla de 2 mm
de didmetro. Posteriormente se pesaron dos muestras de 10 g
de suelo, una ds las cuales se usa en la inoculacién y otra
se pone a secar en Ya estufa a 110° C, por 24 horas, para
determinar el porcentaje de humedad por el método gravimé-

trico (Narro, 1579), E£1 resto de la muestra cribada, se uti
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1izé para realizar luvs anélisis fisico-quimicos de rutina
en el laboratorio (taxtura, f.C., pH; C.E, carbonatos tota-

les, N, P y K), por métodes conocidos (Chapman y Pratt,
1$79),

Lavado y esterilizacidn del material de laboratorio.

£g imprescindible para el trabajo de investigacidn en micro
biologfa, el lavar y esterilizar previamente el material v
equipo de laboratorio que se va a utilizar, para evitar con

taminaciones; los medios de cultivo empieadas deben ser ss-

tériles también,
f'rimeramente, 1la cristalerfa usada se lava perfectanente

con agua y jabdn, es decir, tanto las cajas de Petri como

las de Felsen, se luvan con jabdn y en seguida se sumergen

en una solucién de hipoclorito de calcio, por 60 minutos,

se sacah y se snju.gan con acua corriente, se secan y se en
nsfmisno se lavan las pipetas

vuelven en papel de estrasa.

seroldgicas (10 ml y de 1 ml), de manera que no quede nada
adherido en su interior, después se coloca un tapdén de algo

dén en la boquilia de cada una de las pipetas y se envuel

ven en papel de estrasa. Igualmente los #*boliagitadores se

enjuagan en agua corriente y se colocan dentro de un tubo

* £1 boliagitador es un invento de la autora del método KGC
y su funcidn es sustituir el asa de cultivo.
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de ensayo, tapdndolo con algodén. La punta esférica del bo-
liagitador permite esparcir el indculo de manera uniforme v
sin hacer estrfas sobre la su-erficie del medio de cultiva,
en seguida se prucede a esterilizar el material,
Existen divercos métodos para esterilizar (Divo, 1971), los
aqui empleados fueruns
a) El1 del calor hidmedo. Este tiene gran poder de penetra-
cién y causa la muerte de los microorganismos por coagu-
lacifn de lus protefnas y del protoplasma.
Procedimitnto:
Una vez lavado el material de vidrio, se coloca sobre la pa
rrilla de la olla de presién, la cual debe tener un poco de
acua (que no sobrepase la parrilla), se tapa la clla y se
coloca al fueco dejando abierta la védlvula de escape de vae
por, c.ando el vajpor salga uniforme y constante, se cierra
la vilvula y se deja que la presidén suba a 15 1libras por
pulgada cuadrada. En este momento, se empieza a tomar tiem-
po, pucs se cdesbe mantener una presién de 15 libras por pule
gada cuadrada durante 15 minutos. Fara ésto, serf necesario
disminuir el fuego y vigilar cuidadosamente 1la presién a
fin de que se mantenga constante; después del tiempo indica

do se retira 1la olla del fuego y se espera a que baje 1la
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presidn a Cero, se abre la vdlvula dse escape de vapor y ss

quita la tapadera de la olla Yy se extrae el material ya es=-

terilizado, en caso de que se humedezca la envoltura del pa

pel de estrasa, se coloca el material en el horno a 60-70%%

Para secarlo y una vez seco estd listo para utilizarlo.

b) Radiaciones ultravioleta. Este método actda realizando
mnodificaciones moleculares, con cambio de funcionalidad
intracelular por absorcidn de la radiacién electromagné-
tica, especialncnte al nivel de DNA nuclear y el RNA ci-
toplasmdtico,

Procedimiento:

Una vez lavadas las cajas de Felsen, se colocan POr espacio
de 60-120 minutos en una cdmara, donde se tiene una 14mpara
que emite radiacidp ultravioleta. Una vez pasado el tiempo
indicado, se extraen lag cajas y se tienen listas para usar.
Este tipo de esterilizacidn se utilizd preferentemente an
cajas de Felsen desechables (material de pldstico), para re

Cuperarlo y volverio g utilizar, dando un buen resultado,
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4 treparacidn del medis de cultivo.

£l medio de cultivo utilizads fue el de Thornton (Allen,

1957), cuya composicidn se describe en el cuadro 1.

Cuadro 1. Ccmposicidn del medio de cultivo propuesto por

Thornton (1857).

Fosfato de Potasio Dibdsico (Kszoa) 1.0 g
Sulfato de hagnesio (m9504 .7 H20) 0.2 g
Cloruro de Calcio (caCl,) 0.1 g
Clorurc de Sodio (NaCl) 0.1 )
Tricloruro de Fierro (FeClz) 0.002 g
Mitrato de Potasio (KNO;) 0.5 g
Asparagina 0.5 g
flannitol 1.0 g
Agar 156.0 o}

1000 ml

Agua destilada

£l procedimiento de preparacién consiste en disolver el fos
fato y el nitrato de potasio con 1la asparagina en un poco
de agua destilada, se agrega 8l cloruro de calcio, el cloru

ro de sodio y el tricloruro férrico. Agregamos el agar, die
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solviéndolo per caivntaniento a 120° C, dejdndolo enfriar
posteriormente a 60° C y se afiade el mannitol. Ajustar con
azul de bromotimol necesario para tener un pH de 7.4. Colo-
camos en frascos de 75 ml y se esteriliza por calor hdmedo,
come se describid anteriormente.

Freparacidén de diluciones.

e toman los 10 ¢ de suelo previamente pesados, de la mues-
tra para andlisis. Se prepara una seriec de 7 botellas caon
S0 ml de acua de .grifo y estéril. En la primera botella se
colocan los 10 ¢ de suclo y se hace la primera suspensidn [
se agita por 3 minutos a 150 R.F.f. en un agitador mec4nico
rara homoceneizarla., De la primera botella bien homogeneiza
da se transfieren 10 ml. por medio de una pipeta serolégica
a una secunda botella, la cual se a2ita mecdnicamente por 3
minutos. De esta segund. botella se toma la misma cantidad
y se transfiers a una tercera y esf sucesivamente, hasta ob
tener una dilucidn 1077 (cambiando pipeta en cada dilucidn

y tomando las mismas precauciones de homogeneizacidn).
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Cuadro 2. Preparacidn de diluciones utilizadas en el nétodo

clésico y el NGC.

Muestra de Suelo HZD Dilucidn
10 g ——=-=-=-__ - 4 90 ml = __1:10 6 1x10
10 ml (2:10)----"2m v 90 ml = 1:100 6 1x10-2

- -
-
-
=
_——1
-
- -
-
-
-—
-

el

10 m} (1:100)--_" s 90 ml = _ 1:1000 & 1x10-3

-
-
-
-
-
-
—
— - -
-
-
-
-
-
-
-

10 m1 (1:1000)-""o4 90 ml = __1:10000 ¢ 1x10~%

-
-
-
-
-
-
-
-—
-
-

10 m1 (1:10000)-7 4 8O ml = ___1:100000 6 1x105

10 ml (1:100000)T -y 90 ml = _3:1000000 & 1x10-6

—
-
-
-
— -
-—
—
-
- -

10 ml (1:1000000)Z° 4+ 90 ml =  1:10000000 & 1x10-7

Siembra.

La siembra de los indculos se realizé en forma simulténea
para los dos métodos,

Método clisico.

bn el método clésico se siembran indculos de 1 ml (con une
pipeta seroldcica de 3] ml), de las diluciones 10°4, 10”5,

n-6 -
10 y 10 7, estos indculos se colocan en el fondo de las
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cajas de Petri estériles, usando 4 cajas para cada dilucidn
(repeticiones), sumando 16, en seguida ss les vierte el me-
dio de Thornton, previamente fundido en bafio marfa a 45° C
de temperatura, aproximadamente, se agitan las cajas con mo
virmientos circulares contrarios a l;s manecillas del reloj,
hasta que se solidifique el medio de cultivo.

Se etiquetan las cajas y se ponen a incubar en una estufa
bacterioldgica a una temperatura entre 25 y 30°¢C, poste-
riormente se hacen recuentos de colonias (a simple vista §
con una lupa), desechando aquellos conteos marcados como
inumerables (m4s de 300 colonias por caja)e

Fétodo nGC,

En el método MGC, se utilizan 4 placas de Felsen (una por
cada cuatro de FPetri, usadas en el métado clésico), con 8l
medio de Thornton servide e incubado cuando menos 24 horas
antes de su utilizacién, para con ello comprobar su esteri-
lidad. Utilizanco pipetas de 1 ml en cada cuadrante (las ca
Jas de Felsen est4n divididas en 4 cuadrantes), se sienmbra
un indculo de 0,1 ml de las diluciones 10~3’ 10'4, 10~5 y
10°6, esparciendo el indculo con un baliagitacdor estéril,
pudiendo utilizar ¢picamente uno POT cajas si en ésta se po

Ne® una misma dilucién en todos los Cuadrantes, de otra mang
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ra podrenos utilizar vno para diferentcs dilucicnes en 1la
misma caja (ura dilucidén diferente por cusdrante), si comen

zanos a extender el indculo del cuadrante en donde la dilu-

cidn es mayor hasta el cuadr.unte donde la dilucidn es menar,

il

siempre que el

]

jecutante tenga prictica para no salpicar
los cuadruntes adjuntos,
Después de etiquetar las cajas, se colocan en donde se en-

cuentran las cajaes de Fetri, ésto con el fin de que el tiem

po de incuoacién, temperatura y demds condiciones generales

sean las miswas par. ambos métodos, asimismo el recuento de

colonias se realiza simulténeamente al métode clésico, es

decir, en la misma fecha, desechando aquellocz conteos marca
dos como inumerables,

Ambos métodos se basan en el hecho de que una célula bacte=-
riana dard origen, al reprocucirse, a una colonia bacteria=
na o dicho de otra manera, que cada colonia derivard de una
sola célula bacteriana.

Anélisis estad{stico.

El andlisis estadfstico para comparar ambos métodos, se rea

1izd mediante una prueba de "t" de Student para una probabi

lidad de 0005 °
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3e establecieron cuatrs repeticiones para cada dilucién em-
rleada, en cada una de las cuarenta mgestras de suelo reco-
lectadas; efectudndose por lo tanto 640 observaciones para
cada uno de lus métodos empleados, siendo un total de 1280

observaciones par. los dos métodos.

Recomendaciones cenerales.

3e sugiere cuando se realicen trabajos subsecuentes de tipo

comparativo en microbiologia de suelos, re&lizar un control

en:

a. k1l lavado y esterilizacidn del material que se vaya a em
plear,

b. Contar con un sitio adecuado y exclusivo, donde se pueda

realizar el trabajo experimental y que no influyan efec-

tos de ccntaminacidén y otros en los resultados.




IV, TESULTADCS Y DiSCULSION

4,1 Conteu de colonias,
Efectuadas las diluciones para cada muestra de sueloc, se
realizé 1la siembra del indculo en sus respectjvas placas
(Felsen y Fetri) vy se colocaroﬁ éstas en incub-cidn hasta
comrletar un perfodo de 120 horas. Una vez pasado el tiempo
mencionado, se realizé el recuento del ndmero de colonias
tanto en las placas de Petri como en las de Felsen, para ca
da una de las repeticiones. por los métodos clésico y £GLC,
respectivanente; los resultados obtenidos para cada una de
las diluciones utiiizadas, con excepcidén de los recuentos
denominados inumerables (aclomeracién excesiva de colonias
que impide contar), en ambas técnicas para cada una de las

40 muestras de suelv analizadas, se reportan en el cuadro 3.

Cuadro 3. Resultados de la cuenta bacteriana en placa por
los métodos clésico y IGC, con sus respectivas di

luciones empleadas.

No. de * Contco cde colonias * Conteo de colonias

muestra bacterianas en placas bacterianas en placas
de suelo de fFetri. de Felsen.

Diluciones Diluciones

1x10°7  1x107% 1x1075 | 1x1076 1x10-5 1x107%

1 3.50 18,50 103.00 2.00 3,50 27.75

2 2.75 .75 82.25 0.75 25,75 268,00

3 3,00 15,75 154,25 0,00 3.25 48,00

4 1.25 25,50 182,50 0.50 15,75 124,25



Continuacidn Cuadro C.

5 14,50 26,25 114,50 1.75 7.25  7%5.50

6 14,50 28,25 117,00 5475 ¢,00 5t.25

7 14,25 24,00 95,50 3,25 5,00 45.75

e 7.25  37.50 271,50 5,75 19,00 108,25

g 5,00 41.75 225,50 7.06 16,06 135.90
10 15,75 26,25 183,50 8,50 16,50 86,25
11 10.25 23,25 151,75 2,75 $,00 62,50
12 7,00 24.75 228,75 3,00 16,50 53,75
13 1,25 12.25 118.75 1.00 7.25  35.25
14 4,25 28.75 197.50 1,75 8,75 50,25
15 2,00 16.75 110,50 2,00 3,00 36,25
16 4,75 14.25 170.25 2.25 4,50 56.0C
17 5.0C 42.75 286425 6.25 28,50 117,50
18 3.50 31,00 297.00 8,00 24,00 108,25
19 3.75 41.75 294,50 6,75 35.75 135.25
20 £.33 22,00 179.50 1.75 16,00 91.50
21 6.25 21.50 159.00 1.75 5.00 80,75
22 2,50 19,50 166,75 4,75 13.50 £7.50
23 5.75 22,50 18€.00 15.25 22,00 141.25
24 9,00 59,00 379.25 4.75 18,25 62.50
25 20.00 31,25 126,0C 7.25 15,00 55,00
26 2,50 19.00 179.50 3.25 4.75 28.25
27 8.75 22,75 126.25 4.00 7.0C  58.25
28 7.75 24,25 184.75 1.33 16,75 72.75
29 5.00 16.00 121.75 3.25 12.50 46,00
30 .25 15,00 138,50 4,00 12,75 75.25
31 6,50 16425 159,75 3.00 11,00 72.75
32 8.75 20,25 156,75 7.25  20.25 42.0C
33 4,00 15,75 211,00 4,00 16,75 45,75
34 3.75 320,50 200,50 4.50 24,50 113.25
35 2.75 14,25 139.00 4,75 12,00 29,50
36 2,60 20,25 182,50 4,50  15.25 72,75
37 7.25 34,50 228,25 . 3.G60 20,75 102,50
3@ 7.75 40,00 267.00 7,50 46,50 178,75
39 5.00  31.50 209.50 4,25 26,75 140,25
40 7.25 31,50 276,50 7.00 4,50 19.,50

22

* Ceda valor es el promedio de 4 repeticiones por dilucidn

e g
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y por muastra. Las fricciones de los resultados no se redon
dearon con el fin de ser m&s fidedignos en loc célculos es-

tad{sticos,

Andlisis fisico-quimico de las muestras de suelo.

Conforme a lo seiialado por la mayor{a de los autores, sabe-
mos de la influencia que ejercen las condiciones fisicas vy
quimicas de los suelos sobre su poblacidn bacteriana y 1la
repercusidn que tienen algunas de estas condiciones cuando
se realiza el recuento bacteriano por el método de dilucidn
en placa., Principalmente afectan las proporciones de arena,
limo y arcilla y el contenido de humedad del suelo.

El conocimiento de estos datos nos permitid tener w4s ele-
mentos de juicio al realizar el andlisis comparative efec-
tuado en el presente trabajo de investigacién. Las muestres
de suelo se tomaron de estratos 0-30 cm de profundidad, por
ser este horizonte donde ejercen nds influencia y son nds a
bundantes los microorganismos, Los resultados de los andli-
sis fi{sico-quimicos practicados a las muestras de suelo ba-

jo estudio, se presentan en el cuadro 4.
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Analizando el Cuadro 4, se puede ouservar aue las tex:uras
varfan de nicajén arcilloso a mizajén arcillo-arenoso, con
algunis excerciones en que scn francos, es decir, la mayo-
r{s de los suelos tienen un rorcentaje considerable de arci
lla, sicendo su.los en su gran mayorfa de textura fina.

En lo cue se refiere a la ©.C ésta varfa de 0.40% hasta
5:1%, con una media de 2.52%, por lo nue se consideren sue-
los medianamente ricos.

Respecto al contenido de nitrdgeno en general, los suclos
sun ricos en este elemento con algunas excejpciones. Asfnis-
mo son medianos en contenido de fésforo y extremadamente ri
cos en fotasio,

£l contenicdo de carbonatos totales varfa de medio a muy al-

to,

Ll nH de lus su.los muestreados es en ceneral medianament:

alcalinc,

La determinacidn de la conductividacg eléctrica en las mues=-
tris nos seiiala que, son suelos sin problemas de salinic .d,
Andlisis estadfsticu de los resultados.

Los resultados del andlisis estid{stico se muestran en 1los
cuadros 1A, 3A y S5A del apéndice.

Una vez realizad: 1a prueba de "t* de Student para un nivel
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de proubabilidas de 0.05 (f\llen. 1957), sobre el promedic
del ndrero cde coloni s bacterianas resultantes en ambos prg
cedinientns (efectuade en forna separaca para cada dilu=-
cifn). encontranos que existe significancia entre armbos
(cuadros 2% 47 y €A del apéndice), es cdecir, a oue aparen=-
temerte el *g&todo 1 es sicnificativamente mejor nue el *mé
todec B, sin enbargo, esta aparente sicnificancia no es debi
da a que 6l nétodo B comparusdo no funciona, mds bien se de=-
be 1 que huwo yna influencia wayor de contaminacidn del ma-
terial enplesdo en el método s 1o cur lo favorecid en la
Prueba "t», debido a que el lavado y esterilizacién no se g
Factuaran adecuadamsnte en algunos cascs, adends cde otros
Isrectos nue se rencionardn rosteriorrmente. Hay que hacer
notar cue 1 n:nr*.n'inrﬁn de esterilicad es indispersable an
loe tyrabsiics de investigz€idn en ricrobiclogfa.

B prerucsto es de muyor fineza microbioldgica por
“uUe permite tener 1a plena certeza de gque el material de la
Lorstorio enpl- .ie (csjas ce Felsen, medio de cultivo, etc)
s estéril, 1o nuc se comprucba incubdndose 48 horas cono

minino antes de su utilizacidn y desechando el material que

Fresenta indicias ds contaminacidn.

*

3e llama A al nétodo clésico y 8 al métcdo MGC.
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La f4lta de seovrid:d en la esterilidacd del material ernlez
dn es una de las lim‘tintes ¢21 métude 4. Acemds, es mayor
13 1rflucrcia elorciza por las condiciones ambienteles del
lucar en mue s llevd a cabo el experirento, donde hubo

constante nresencia de partfculas de suelo diseminadas en

@l arbi.nte, producto del contfnuo andlisis fi{sico-quinico
d® muestrss ajenss al experinento y gue el desarrollo de la
técnics faverece al soreter el material utilizado a un ma-
JOT trasieco, uees l.s cajas se destapan en mayores ccasio-

Frevocande que los recuentos de colonias sean nds al-

tos, por 10 que 314 sigcnificancia que se presenta en favor

del método 1\ no es confiable.

Si eliminaios los recuentos de colonias bacteriasmas cuycs

datos estén disparados del promedio muestral en ambos proce

dimientos (a y 8), salvo alcunas excepciones coinciden cuan

do menos 2n 2 de las comparaciones efectuadas, como se pue-

de observar en los cuadrcs 7A y 94 del apéndice.
11 realizar la ;“rueba de %" para una probabilidad de 0.05,
elininando los datos disparados (cuadros BA y 10A del apén-

dice), observamos Gue no existe diferencia significativa ep
tre las dos medias de ambas técnicas,

Naturalmente, el método B tiene sus linitaciones, ya que




i

29

cuandc se emprlean suspensiones cuya dilucidn es minime y cu
va textura de l1a muestra de suelo en suspensidn es consida-
rida cono "fina", es decir, con un porcentaje alto de arci-
lla coluidal como lo muestra el cuadro 11A del apéncice, es
18cico suponer que el empleo de 1 ml de suspensidn en el mé
todo A (dilucidn 1x10"4), contendrd un mayor porcentaje de
partfculas de arcilla coloidal que los 0.1 ml empleadcs en
el método B (dilucidn lxlD"‘”) y por consecuencia, mayof con
centracidn de células bacterianas adsorbidas, fendmeno que
va disminuyendo conforme se diluye la suspensién empleaca.

Este hecho nos conprueba otra de las teorfas mids aceptadas,
en relacidrn a la atraccidn que ejercen las particulas de ar
cilla ccloidal, m&s que 'ninguna ctra, sobre las células bac
terianas en la solucidn del suelo, debido a las cargas eléc
tricas existentes entre ambas y por la mayor drea superfi-
cial que presenta la arcilla coloidal.

La limitacidn antes expuesta nos hace pensar que, las mayo=-
res diluciones de la suspensidén a emplear cuandc se trabaje

con el método A, podrén ser las: 1x10-4 y 1x10'5, aunque se

rd4 preciso realizar m4s investicacidn para tener mayor cer-

teza.
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rétedo © ofrece las siguientes ventajass

Pernmite confirrsar la esterilidad del material de labora-
toxrio , va ctue €ste se debe incubar durante 4E horas an-
tes de su vtilizacidn, para obtener una superficie seca

) abr—:erb@.n"'e, aumentiandc su exactitud.

Ls m%s ripido jorque, las placas se preparan de antemano,

tardandoc menos ticmpo al desarrecllar el trabajo.

Es mis econdnico rorque, se utiliza menos material (pla=-

cas, madiocs de cultive) vy no requiere de aparatos espe-

cCiales.

Ceura menos espacio en la estufs incubadora, 1lo que nes

pPermite trabajar mayer ndmero de muestras 6 repeticiones

al misrno tienpg.,
Es mds prdctico porque, no es necesario tener medios de
Cultivo fundidos a yna temperatura de 45° C, ni hay que
agitar las pl.cas para cue se mezcle el indculo.

El recuento de colonias bacterianas es mds fdcil porque,
€stas crecen an un mismo plano, ya gue la siembra se

rractica en la superficie.

Mermite hacer estudios posteriores. Si nos interesa esty

diar 1a morfolocfa colonial o las formas microbianas, po

denos ver a las primeras directamente, ya que estdn en




31

la superfici v on el segundo caso, podemos tomar mues-
tras com el asa d2 cultivo para hacer frotes y colorear-
los par= hiser oLservaciones microscéoicas. Ademés, en
casc ce que nos interese un determinado microorganisro,

Focemocs haczer subcultivos a partir de una sola colonia.
Considerands 1 as ventajas enumeradas anteriormente, podenos
decir que, £l método B propuesto se puede considerar como
una altsrnativa n4s y desde un gunto de vista préctico, al

; - idn bacte-
realizar trabajos encaminados a conocer la poblaci

riana del suelo,.

i i determi=-
Asimismo, de Tanera complementaria y en base a las

naciones obtenidas en el laboratorio de las diferentes mues
tras de suelo estudiadas y que se muestran en el cuadro 11lA
del apéndice, se hizo el dictamen de las demds condiciones
generales que no influyeron en el estudio comparativo lleva
do a cabc, HEro que sin embargo, juegan un papel importante
en la productividad de los suelos, por formar parte de su

matriz fifsico-quimica y que para otro tipo de trabajos de

i 2 es
investicacidn en e] campo de la microbiolocf{a de suelos

necesario considerar.,




Ve CONCLULSIONLS

Conforme a 1s: condicionus en que se desarrolld el presente

trabajo de invue-tigacidén, a los resultados obtenidos v a la

di

[

cusidn que de ellos se hace, se derivan las siguientes

conclusiones:

l. La significancia encontrada al analizar estadfsticamente
(rrueba "t de Student P=0.05), los resultados encontra-

dos con los métodos clisico y AGC nos dice que ambas téc

Nicas no son icuales.

2. E)l nétodo cldsico tiene una mayor influencia a la conta-

minacidn ejercida por las condiciones ambientales, 1lo

A :
GUE provoca una sobrestimacidn en el nlmero de colonias

bacterianas observadas,

£l método FGC por ser de una mayor fineza microbioldgica,
permite tencr 1a plena certeza de esterilidad, por 1lo

fiue el conteo de colonias bacterianas es mds real.

4. El método NGC, permite comprobar la teorfa relacionada

con la atraccidn que ejerce la arcilia, més que otras

partfculas del suelo, sobre las células bacterianas en

suspgensidn.
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N lo cue se refiere a las ventajas del método NGC sobre

el cldsico, se observaron las siguientes:

Ln exactitud. Perwite confirmar la esterilidad plena del
materiz1l de laboratorio, ya gue éste se debe incubar du-
rante 4€ horas antes de su utilizacidn, para obtener una

sunerficie seca y absorbente, aumentando su exactitud.

tn rapidez. fsta técnica es mds répida porque, al tener
preparado el material necesario de antemano, el tiempo u
tilizade es monor, de 15-20 minutos aproximadamente por

cada nuac-tra

L oe

Ln facilid:d. L1 recuento de colonias bacterianas es mds

Yt
o]

fécil POTELE ®stas crecen en un mismo plano ya que

siembra se rractica en la superficie.

MS&s prédcticoc. bts mds prédctico porque, 0o @s.necesario e

- . - o
ner rnerlos de cultiveo fundidecs a una temperatura da 45°C,

ni hay que acitar las placas para que se mezcle el indcu

lo v se solidifique el medio,

-n econonfa. 1) £s m4s econdmico porque, se utiliza me-

nos material (placas, medios de cultivo) y no reguiere

de aparatos especiales Yy 2) ocupa menos espacio en la es

tufa de tncubacidn, lo que nos permite colocar un mayar
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ndrero r e repeticinnes al mismo tiempo.

fo Ctr=s vent jas. 1, Fermite evaluar la eficiencia del au-

xillar do iaborateoric, en lo cue se refiere a la calidad
del lavado v psterilizacidn del material empleadc.

2) Fercrite hacer estudios posteriores. S5i nos interesa
esfudi.r la rorfolocfa colcnial o las formas microbianas,

podenos ver las Primeras directamente, ya que estdn en

la surerficie Y en el seoundo caso, podemos tomar mues-
tras con el asa de cultivo para hacer frotes y colorear-

los y efectuar observaciones microscdpicas. Ademds en el

Caso cue nous interese un determinude microorcanismo, pc-

demos hacer subcultivos a partir de una sola colonia.

6. Considerands sus ventajas y tomando en cuenta sus limita

ciones ; odenos decir que, para fines prdcticos el método

FGC tiene posibilidad de tomarse en cuenta como una al-

ternativa mjs fara realizar traba,os cuyo objetivo sea

conocer la poblacidn bacteriana de los suelos acrfcolas,

con fines de productividad,

Como corolarioc ail Presente trabajo, creemos necesario decir

Que, por 1. estrecha relacidn que ticne la actividad de los

microorganismo

Ss aunado a las diversas caracterf{sticas edi-
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ficas, hicdroldcicas v climdticas, en relacidén a la fertili-

de 1o suvelos, cualquier inversidn y esfuerzo que se

realice en el c:npo de la investigacidn de la microbiclogia

Justifica ampliamente por la perspectiva que
ncs nresenta

» de conocer la influencia gu. ejerce sobre 1la

fproductividac ¢

¢ los suelos agricolas.




VI. RLSUINLN

Ll presente tribajo fue conducido en el laboratorio de Fer-
tilidard de Suclos de la LeAedaAesNe durante los meses de ju-
lio a dicienlre de 180, para evaluar las posibilidacdes del
método ((C utilizado hasta hoy en Bacteriologfa Clinica, cg
MG un recurso para realizar estucios conducentes a conocer
la poblacidn bacteriana de los suelos agricolas.

La prucba experimental se realizd en forma comparativa, en-
tre el nétodo mencionado vy el método clédsico de dilucidn en
Flaca, desarrollando ambas técnicas en forma simultfnea y
bajo ilcuales condiciones generales de temperatura, tiempo
de incubacidn, medioc de cultivo y muestra de suelo.

Las mucstras de suelo utilizadas fueron colectadas en terre
Nos agricclas dentro del 4rea de influencia de la misma uni
Versidad .

En el andlisis estad{stico de los métodos probados (prueba
de "t" ge Student F=0.05), se encontrd diferencia significa
tiva en el ndmero do colonias contado, lo cual fue debido a
Condicionecs de contaminacidn y otros aspectaos y no a la bon

86 de 1a metodologfa enpleada, como se comprobd posterior-

mente.
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Las ventajis quc prescnta el métode NGC sobre el métoco cla
sico son: eccnomia, rapidez, zxactitud, facilidad de mane jo
y otras.

Su  limitacidn principal se observa cuando se trabaja con
Surlos cuya textura es muy fina y la dilucidn empleada es
muy concentrada o poco dilufda.

Se concluyd que, para fines précticos, dadas las ventajas
gue ofrece, el método MGC tiene buenas pcosibilidades para

trabajes en que se requiera conocer la poblacidn bacteriana

de laos sueclos agricolas.
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Férmulas utilizades. (Allen, 1957).

1. Desviacién Estandar (s)

S = [ (x-5)2

n-1

De donde: S = Desviacién Estendar

= Sumateria
= Media Aritméticae
= Una determimnacidén individual

B K HI

= Ndimero de observaciones

2, Brror Estandar (sx)

S% = Desviacidon Estandar $ S
\/T ‘/ n

3. Error Estandar de la diferencia (S3)

2 / - 2 -y 2
sd (Error Eatandar) + Error Estandar) 2 é (Sx)‘ + (SX)B
Métedo A Método B -

4. "¢ calculada (tec)

"t" = diferencia entre las medias sritméticas

sd




